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Desde 1990, câncer é uma das três maiores causas de mortes da população 
mundial, com expectativa de diagnóstico de mais de 625 mil novos casos no ano de 
2020 no Brasil. O melanoma é o tipo mais agressivo de câncer de pele, e em 
estágios avançados os tratamentos disponíveis são apenas paliativos, não 
funcionam para todos os pacientes a geram diversos efeitos colaterais. O uso de 
compostos de origem natural para o tratamento de diferentes patologias é 
amplamente descrito na literatura. Um relevante grupo desse tipo de compostos são 
os polissacarídeos com efeitos medicinais, os quais são amplamente descritos em 
cogumelos, plantas, animais, bactérias e algas. Entre suas diversas funcionalidades 
biológicas são descritas atividades antitumorais através de inibição do crescimento 
tumoral ou da angiogênese, indução de apoptose, aumento de imunocompetência 
com alterações em subpopulações de células imunológicas e diminuição da 
progressão metastática. Dentro de nosso grupo de pesquisa, estudos com esse tipo 
de compostos já apresentaram resultados promissores, tanto em modelos in vitro 
como in vivo. Entre esses destaca-se uma homogalactana sulfatada extraída da alga 
Codium isthmocladum, composto aqui denominado de CI. O presente trabalho 
buscou identificar atividades antitumorais desse polissacarídeo e explorar como 
estas são induzidas, empregando diferentes modelos de melanoma murino in vivo e 
in vitro. CI reduziu a progressão do tumor sólido induzido pela linhagem B16-F10, 
bem como diminuiu a formação de tumores primários nos pulmões de camundongos 
submetidos ao modelo de metástase experimental, sem causar efeitos colaterais 
detectáveis. A atividade antitumoral do polissacarídeo CI foi induzida por 
modulações das dinâmicas de invasão, glicosilação e adesão das células B16-F10, 
bem como por imunomodulação, aumentando a quantidade de 
monócitos/macrófagos no baço dos camundongos, estimulando um perfil pró-
inflamatório nestas células caracterizado pela produção de MCP-1 e TNF e 
aumentando a capacidade de killing de células NK. Ao empregar outra linhagem 
altamente metastática – células de câncer de mama humano MDA-MB-231 – 
evidenciou-se novamente uma diminuição da progressão metastática in vivo, 
reforçando a característica promissora do composto aqui estudado. Os resultados  
descritos neste trabalho são relatos inéditos na literatura de uma homogalactana 
obtida de alga verde com atividade antitumoral em modelos de melanoma murino in 
vivo, aumentando desta forma o conhecimento da atividade de polissacarídeos de 
fontes naturais e revelando um composto promissor a ser farmacologicamente 
estudado. 
 








Since 1990, cancer has been one of the three biggest causes of death in the world 
population, with the expectation of more than 625 thousand new cases in 2020 in 
Brazil. Melanoma is the most aggressive type of skin cancer, and in advanced stages 
the treatments available are only palliative, not effective for all patients and generate 
several side effects. The use of compounds of natural origin for the treatment of 
different pathologies is widely described in the literature. A relevant group of these 
molecules are polysaccharides with medicinal activities, which are widely described 
in mushrooms, plants, animals, bacteria and algae. Among its diverse biological 
functionalities, antitumor activities are described through inhibition of tumor growth, 
inhibition of angiogenesis, induction of apoptosis, increased immunocompetence with 
related changes in immune cells subpopulations and decreased metastatic 
progression. Within our research group, studies with this type of compounds have 
already shown promising results, both in vitro and in vivo models. Among these 
stands out a sulfated homogalactan extracted from the algae Codium isthmocladum, 
a compound here denominated CI. The present work sought to identify antitumor 
activities of this polysaccharide and to explore how these effects are induced, using 
different in vivo and in vitro melanoma murine models. CI reduced B16-F10 solid 
tumor progression, as well as decreased the formation of primary tumors in the lungs 
of mice submitted to the experimental metastasis model, without causing detectable 
side effects. The antitumor activity of the polysaccharide CI was induced by 
modulations of invasion, glycosylation and adhesion dynamics of B16-F10 cells, as 
well as by immunomodulation, increasing the number of monocytes/macrophages in 
mice’s spleen, stimulating a pro-inflammatory profile in these cells characterized by 
MCP-1 and TNF production and increasing NK cell killing capacity. When using 
another highly metastatic cell line – MDA-MB-231 human breast cancer - a decrease 
in metastatic progression in vivo was again observed, another promising activity of 
CI. The results described here are the first report in the literature of a homogalactan 
obtained from green algae with antitumor activity in murine melanoma models in vivo, 
thus increasing the knowledge of polysaccharide activity from natural sources and 
revealing a promising compound to be pharmacologically studied. 
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 Desde 1990 câncer é uma das três maiores causas de mortalidade no mundo, 
ocasionando mais de 9.6 milhões de óbitos em 2018 (Bray et al., 2018; Wild, 
Weiderpass e Stewart, 2020). As sombras de uma doença terminal são lançadas 
quando células malignizadas deixam o tumor primário e são capazes de completar 
uma série de etapas do processo conhecido como metástase, o qual é responsável 
por mais de 90% das mortes associadas ao câncer (Lambert, Pattabiraman e 
Weinberg, 2016). 
 Células metastáticas surgem a partir de um processo de seleção natural a 
nível tecidual, o qual resulta no favorecimento de subpopulações com diferentes 
capacidades celulares, habilitando o processo metastático e originando um grande 
desafio clínico (Hanahan e Weinberg, 2011; Labelle e Hynes, 2012).  
 Devido a sua alta capacidade metastática, o melanoma é a forma mais letal 
de câncer de pele quando diagnosticado de forma tardia, sendo um dos poucos tipos 
de câncer com taxa de incidência crescente no mundo nas últimas décadas (Ward e 
Farma, 2017).  Apesar de o diagnóstico precoce acompanhado da excisão do tumor 
primário ser eficiente para a maioria dos pacientes, a disseminação de células 
metastáticas é altamente comum e rápida (Maverakis et al., 2015).  
 Os avanços científicos dos últimos anos trouxeram um significativo aumento 
na sobrevida de pacientes com melanoma metastático, graças ao desenvolvimento 
de terapidas alvo – como os inibidores moleculares do gene BRAF, vemufarenib e 
drabafenib – e imunoterapias – como os inibidores dos pontos de checagem  
(immune checkpoints) anti-CTLA-4 (ipilimumab) e anti-PD1 (nivolumab) (Domingues 
et al., 2018). Porém, apesar dos progressos, o tratamento de melanoma metastático 
ainda é um grande desafio. Terapias alvo e imunoterapias são limitadas em sua 
eficácia devido a grande heterogeneidade genética característica do melanoma e ao 
desenvolvimento de resistência, beneficiando apenas uma parcela dos pacientes, 
além de comprometer severamente a qualidade de vida do enfermo, induzindo 
efeitos colaterais que podem até mesmo representar risco de vida (Kroschinsky et 
al., 2017; Melis et al., 2017). Desta forma, a busca de novas terapias que superem 
esses obstáculos é de grande importância. 
 Um grupo promissor de biomoléculas com atividades antitumorais são 
polissacarídeos obtidos de fontes naturais. Tais biomoléculas apresentam 
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citotoxicidade seletiva em células tumorais, interferem com o ciclo celular, diminuem 
migração e invasão, apresentam capacidade imunomoduladora e reduzem a 
progressão de tumores sólidos e a disseminação metastática (Khan et al., 2019). 
Entre as possíveis fontes de obtenção, algas marinhas são umas das origens de 
polissacarídeos mais relevantes e estudadas, especialmente os sulfatados, como 
ulvanas, fucanas, fucoidanas e galactanas (Jiao et al., 2011; Manlusoc et al., 2019). 
 Dentro desse contexto o presente trabalho buscou explorar as possíveis 
atividades antitumorais de um polissacarídeo extraído da alga verde Codium 
isthmocladum. Este composto foi previamente caracterizado como sendo uma 
homogalactana altamente sulfatada, composta principalmente de monômeros de β-
D-galactopiranosil 3 ligado 4 sulfatado (Farias et al., 2008). Diferentes modelos de 
melanoma murino in vivo foram empregados, assim como experimentos in vitro, 
evidenciando atividades antitumorais promissoras e expandindo o conhecimento das 
possíveis propriedades farmacológicas de galactanas sulfatadas. 
2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 
2.1 Câncer: de uma única célula, três mutações e milhões de mortes 
 Tão pouco como três mutações condutoras (driver mutations, que resultam 
em ganho de vantagem e aumento do fitness de subpopulações malignizadas) em 
tumores sólidos e até mesmo uma única em tumores hematológicos são o suficiente 
para, a partir de uma célula inicial, originar linhagens celulares com crescente 
instabilidade genética e características que fogem da homeostasia (Stratton, 
Campbell e Futreal, 2009; Tomasetti et al., 2015). Devido a mecanismos de defesa 
celular e em nível de organismo, como a indução à apoptose e a resposta 
imunológica, a maior parte dessas células serão eliminadas. Algumas dessas, 
porém, irão se beneficiar da instabilidade genética, e de tempos em tempos 
mutações genéticas, epigenéticas e cromossômicas vantajosas serão selecionadas 
em um cenário de seleção natural a nível tecidual, dando origem a subpopulações 
que se distanciam cada vez mais do estado de diferenciação celular, gerando uma 
neoplasia, um tumor, um câncer (Nowell, 1976; Stratton, Campbell e Futreal, 2009). 
Desde 1990 o câncer é uma das três maiores causas de mortes no mundo e 
atualmente corresponde a um conjunto de mais de 200 doenças, que são 
caracterizadas pela proliferação exacerbada de células a partir de uma progenitora 
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comum (Fidler, Soerjomataram e Bray, 2016). A linhagem resultante desta célula 
acumula alterações epigenéticas (como a metilação de DNA, modificação de 
histonas e remodelamento de cromatina) e um conjunto de danos no DNA, os quais 
escaparam do sistema de reparo. Devido a essas alterações, oncogenes são 
ativados e/ou supressores tumorais são silenciados, induzindo a formação de um 
tumor. Diversos fatores podem contribuir para o surgimento de mutações, como uma 
dieta rica em gorduras e açúcares, o uso de tabaco, componentes cancerígenos 
presentes no meio ambiente e exposição à radiação ultravioleta. Esta patologia pode 
ser denominada benigna quando as células não invadem outros tecidos, sendo 
possível a remissão completa, na maioria das vezes através da destruição ou 
extirpação cirúrgica. Será considerada câncer somente se for maligna, onde as 
células adquirem a capacidade de invadir e colonizar órgãos e tecidos vizinhos e/ou 
distantes, processo conhecido como metástase, dificultando em muito o tratamento 
(Maverakis et al., 2015; Sudhakar, 2010; Vaiopoulos, Athanasoula e Papavassiliou, 
2014). 
 Apesar de sua grande relevância como doença contemporânea, os primeiros 
registros de câncer são antigos. Estudos de fluoroscopia em ossos fossilizados de 
dinossauros mostram que os animais são acometidos pelo câncer há milhões de 
anos (Rothschild et al., 2003). As primeiras descrições e comprovações de tumores 
em humanos datam de 2700 A.C., em múmias do Egito antigo. Nestas descrições, 
apesar do não uso da terminologia “câncer”, os egípcios distinguiam tumores 
benignos (não invasivos) de malignos (que se disseminavam pelo corpo), 
reconhecendo que estes eram incuráveis até mesmo sobre a visão divina. A origem 
do termo “câncer” é creditado a Hippocrates, que em suas observações médicas 
associou os tumores ao termo “karkinus”, palavra grega para “carangueijo”, devido à 
sua forma central e ramificações (Faguet, 2015). 
 Os números associados a ocorrência de câncer refletem sua expressiva 
relevância clínica. Segundo o último relatório da Agência Internacional para 
Pesquisa em Câncer (IARC), para 2018 eram esperados mais de 18 milhões de 
novos casos, com 9.6 milhões de óbitos relacionados. Ao longo de suas vidas, um 
em cada três homens e uma a cada quatro mulheres irão desenvolver câncer. A 
cada seis mortes reportadas no mundo, uma é relacionada à essa patologia (Bray et 
al., 2018; Fitzmaurice et al., 2017; Roth et al., 2018; Wild, Weiderpass e Stewart, 
2020). No Brasil, o último relatório do Instituto Nacional do Câncer (INCA) estima 
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que para o triênio 2020-2022 sejam diagnosticados mais de 625 mil novos casos 
por ano. Em 2017, mais de 218 mil pessoas morreram no país em decorrência do 
câncer (Schilithz et al., 2020). 
A distribuição dos diferentes tipos de cânceres variam enormemente entre 
as regiões do globo, refletindo diferenças econômicas, culturais e sócio-ambientais, 
por exemplo: em regiões de baixo índice de desenvolvimento humano (IDH) os 
casos mais comuns de cânceres são aqueles associados a infecções crônicas 
(como o de colo de útero), sendo pouco significativo nos locais de maior poder 
econômico e alto IDH, onde hábitos alimentares e maiores taxas de expectativa de 
vida têm maior influência nas formas de manifestações da doença; por outro lado, 
países com alto IDH apresentam uma taxa de incidência da doença, de uma forma 
geral, de 2 a 3 vezes maior do que países com baixo IDH. O câncer de pulmão 
apresenta a maior incidência global (11,6% dos casos), seguido do câncer de 
mama (11,6%) e de próstata (7,1%). A maior taxa de mortalidade também é devida 
ao câncer de pulmão (18,4%), seguido do câncer de estômago (8,2%) e de fígado 
(8,2%). De forma semelhante, diferenças de incidência são encontradas em 
decorrência do sexo, com o câncer de pulmão permanecendo como mais incidente 
entre homens (13,5%) e o de mama entre as mulheres (24,2%) (Bray et al., 2018). 




FIGURA 1 INCIDÊNCIA DE CÂNCER E IDH: Prevalência dos tipos mais comuns de câncer 
(excluindo-se o câncer de pele do tipo não melanoma) entre homens e mulheres e sua relação com o 
IDH dos países onde os mesmos são diagnosticados. FONTE: modificado de Bray et al., 2018.   
 
A incidência de câncer no Brasil segue a tendência mundial de países com 
IDH alto. Para homens, as estimativas para 2020 apontam que os tipos mais 
recorrentes da doença serão o câncer de próstata (29,2%), colorretal (9,1%) e trato 
respiratório (pulmão, traqueia e brônquios; 7,9%). Para mulheres, o câncer de 
mama prevalecerá com maior incidência (29,7%), seguido do colorretal (9,2%) e 
de colo de útero (7,4%). Estes valores não levam em conta as estimativas de 
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incidência do câncer de pele do tipo não melanoma, o qual tende a permanecer 
como o mais incidente para ambos os sexos na população brasileira (83770 para 
homens e 93190 para mulheres) (Schilithz et al., 2020). 
 
2.2 Câncer de pele do tipo não melanoma: alta incidência, baixa letalidade 
 O câncer de pele do tipo não melanoma é a forma mais incidente de câncer 
em caucasianos, sendo mais comum em pessoas com mais de 40 anos e 
portadoras de doenças cutâneas prévias. Este tipo de câncer tem inicio em 
diferentes linhagens celulares presentes na pele, sendo as formas mais frequentes 
a de carcinoma basocelular (originado nas células basais localizadas na porção 
inferior da epiderme) e o carcinoma epidermóide (originado na epiderme). O 
principal fator de risco para o desenvolvimento do câncer de pele é a exposição 
prolongada à radiação ultravioleta (UV) (Apalla et al., 2017). 
 Anualmente são diagnosticados no mundo mais de 1,1 milhão de novos 
casos de câncer de pele do tipo não melanoma por ano, acreditando-se que este 
número deva ser subestimado devido a baixa progressão metastática desse tipo 
de câncer, resultando na falta de registros (Bray et al., 2018). A incidência deste 
tipo de câncer é uma das poucas que ainda apresenta taxas crescentes, e a 
mesma deve dobrar nos próximos 30 anos. Em países como Austrália e Estados 
Unidos, o câncer de pele do tipo não melanoma é o mais incidente, sendo que um 
em cada cinco americanos irá desenvolver esta patologia ao longo de suas vidas 
(Apalla et al., 2017; Narayanan, Saladi e Fox, 2010). 
 No Brasil, estima-se que em 2020 mais de 27% dos tumores malignos 
detectados em homens e mais de 29% em mulheres serão câncer de pele do tipo 
não melanoma. Apesar de sua alta incidência, este tipo de câncer apresenta 
relativa baixa taxa de mortalidade devido a sua baixa capacidade invasiva. Em 
2017, 1301 homens e 949 mulheres vieram a óbito em decorrência dessa doença 
(Schilithz et al., 2020).  
 O melanoma - outro tipo de câncer de pele e foco do presente trabalho -
coloca-se no outro extremo em relação ao previamente exposto, sendo esse 




2.3 Melanoma: do melanócito à metástase 
 Apesar de sua relativa baixa incidência, representando 1.6% dos casos de 
câncer diagnosticados no mundo em 2018 (Bray et al., 2018), o melanoma é um 
câncer com crescente incidência mundial, já sendo o 5º mais frequente em 
homens e o 6º mais recorrente em mulheres nos Estados Unidos (Noone et al, 
2018, disponível em < https://seer.cancer.gov/csr/1975_2015/>. Acesso em 15 de 
março de 2020). No Brasil, estimam-se que 4200 homens e 4250 mulheres serão 
diagnosticadas com melanoma em 2020 (Schilithz et al., 2020). Além de sua 
crescente incidência, o melanoma apresenta uma rápida progressão metastática, 
representando um grande desafio clínico quando diagnosticado em estágios 
avançados, sendo a forma mais letal de câncer de pele (Ward e Farma, 2017). 
O melanoma é originado de uma população celular específica presente na 
camada basal da derme: os melanócitos. Estas células têm sua origem na crista 
neural e colonizam diversos tecidos do corpo durante o desenvolvimento 
embrionário, constituindo 8% da população celular da epiderme. Na epiderme, estas 
células formam unidades epidermais ao associarem-se a queratinócitos. Sua maior 
particularidade é a produção e distribuição de melanina – a qual é sintetizada e 
armazenada em melanossomos - em resposta ao hormônio alfa estimulante de 
melanócitos (α-MSH), por sua vez produzido por queratinócitos que sofreram danos 
ao DNA devido à radiação UV. O hormônio α-MSH liga-se ao receptor de 
melanocortina do tipo 1 (MC1R), presente na membrana dos melanócitos, 
desencadeando uma cascata de sinalização que irá induzir a expressão de genes 
associados a produção de melanina, resistência a morte celular e correção de danos 
ao DNA. Uma vez produzida e armazenada nos melanossomos, a melanina será 
enviada e capatada por queratinócitos em resposta a alteração do pH extracelular 
(Cichorek et al., 2013; Maranduca et al., 2019). 
A radiação UV é o principal fator ambiental para o desencadeamento do 
melanoma. Ela é dividida em três espectros de onda: UVA (315 a 400 nm), UVB 
(280 a 315 nm) e UVC (100 a 280 nm, a qual é filtrada pela camada de ozônio). 
UVA e UVB são os principais responsáveis pelos danos celulares relacionados 
ao aparecimento deste tipo de câncer, gerando danos diretos ao DNA, mutações 
genéticas – normalmente associadas a substituições de Citosina por Timina (C-
>T) e em menor escala substituições em tandem (CC->TT) - e epigenéticas, 
estresse oxidativo e imunossupressão. Exposições intermitentes e intensas à 
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radiação UV resultando em queimaduras são associadas com um maior risco de 
desenvolvimento de melanoma (Chhabra et al., 2017; Ikehata e Ono, 2011).  
A população caucasiana apresenta o maior risco de desenvolvimento de 
melanoma devido à coloração da pele, resultado da taxa dos dois tipos de 
melanina – eumelanina, mais escura e de maior capacidade fotoprotetora – e 
feomelanina – mais clara - produzidas pelos melanócitos, sendo que neste grupo 
populacional há maior produção de feomelanina, resultando em uma cor mais 
clara da pele e consequente menor proteção à radiação UV (Maranduca et al., 
2019). 
 A progressão do melanoma a partir dos melanócitos apresenta variações 
normalmente associadas ao grau de dano celular causado pela exposição à 
radiação UV, podendo seguir uma sequencia linear ou apresentar saltos de 
evolução. Grande parte dos melanomas primários estão relacionados a lesões pre-
existentes, como os nevus, comumente chamados de pintas. Nevus são formados 
por melanócitos que passam por uma fase de proliferação exacerbada, a qual após 
um tempo é drasticamente reduzida, podendo permanecer desta forma por muitos 
anos. O desenvolvimento inicial de nevus está associado a uma das mutações 
condutoras mais comuns presentes no melanoma, a BRAF V600E, substituição do 
aminoácido valina por glutamato no códon 600, o qual é responsável pela síntese da 
proteína B-Raf, associada principalmente à sinalização celular de proliferação. 
Novos eventos de dano celular e/ou pré-disposições genéticas podem induzir a 
progressão para nevus displásicos, os quais apresentam uma histologia 
intermediária entre características benignas e invasivas. A continuação da 
progressão e o acúmulo de mutações em novos genes condutores pode originar a 
fase de melanoma in situ, caracterizada por altas taxas de proliferação de 
melanócitos na porção inferior da epiderme, bem como uma histologia tecidual com 
evidentes características invasivas, a qual também pode permanecer inalterada por 
vários anos. A fase final de progressão e o surgimento do melanoma metastático 
apresenta subpopulações celulares altamente invasivas, capazes de avançar 
através das demais camadas da pele, alcançar a circulação sanguínea e linfática e 
colonizar novos tecidos (Shain e Bastian, 2016). As etapas de progressão estão 






FIGURA 2 – PROGRESSÃO DO MELANOMA: Melanócitos normais passam pelo processo de 
malignização devido a danos causados pela radiação UV, podendo desencadear o processo de 
desenvolvimento do melanoma. FONTE: modificado de Shain & Bastian, 2016. 
 
 O panorama genético das principais mutações condutoras associadas ao 
melanoma apresenta quatro grandes grupos: BRAF, RAS, NF-1 e triplo negativo 
(Rabbie et al., 2019).  
A ativação constitutiva do gene BRAF esta presente em aproximadamente 
50% dos melanomas metastáticos, e mais de 90% ocorrem devido a mutação 
V600E previamente citada. A proteína BRAF faz parte da via de sinalização de 
proteína-quinase ativada por mitógeno (MAPK). A mutação nesse gene torna a via 
MAPK ativada de forma independente de sinais extracelulares e irresponsiva a 
sinais inibitórios, induzindo aumento da proliferação e da sobrevivência celular 
(Ascierto et al., 2012). O gene NRAS (da família HRAS, KRAS e NRAS) é o segundo 
mais comumente mutado em melanoma metastático, estando constitutivamente 
ativado em 15 a 20% dos pacientes. A proteína RAS é uma GTPase responsável 
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pela transdução do sinal do inicio da via MAPK, localizada upstream da proteína 
BRAF. Além de induzir a ativação constitutiva dessa via, a proteína RAS também 
induz ativação da via fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K), também associada a 
proliferação e sobrevivência celular (Kunz, 2014). O gene NF1 codifica a expressão 
da proteína neurofibromina 1, e é classificado como um supressor tumoral. A 
proteína neurofibromina 1 regula negativamente a RAS através de interação com a 
GTPase, convertendo a forma ativa RAS-GTP na forma inativa RAS-GDP. A perda 
de função desse gene está presente em 12% a 18% de todos os melanomas (Kiuru 
e Busam, 2017). Melanomas que não apresentam nenhuma dessas mutações são 
denominados triplo-negativos, e correspondem de 5 a 10% dos casos (Rabbie et al., 
2019). 
Em 1985 pesquisadores da área médica da Universidade de Medicina de 
Nova York, buscando desenvolver uma ferramenta simples para que o público em 
geral e profissionais de saúde pudessem identificar sinais indicativos do 
desenvolvimento inicial do melanoma, descreveram o chamado ABCD do 
melanoma, o qual foi posteriormente aprimorado para ABCDE. O significado de cada 
letra no acrônimo ABCDE é: A para Assimetria – ao desenhar uma linha imaginária 
cortando o centro da pinta, metades não compatíveis, logo, assimétricas, são 
características de melanoma; B para Borda – bordas recortadas, que não são 
suaves, são características de malignidade; C para Coloração – melanomas tendem 
a apresentar colorações em diferentes tons dentro da mesma pinta; D para Diâmetro 
– pintas maiores do que a borracha de um lápis, logo, maiores que 6 mm em uma de 
suas dimensões, são características de melanoma; e E para Evolução – pintas que 
mudam as características previamente descritas no ABCD ao longo do tempo 
podem indicar um melanoma (Abbasi et al., 2004; Friedman, Rigel e Kopf, 1985; 
McCourt, Dolan e Gormley, 2014). Uma representação visual do ABCDE do 




FIGURA 3 – ABCDE DO MELANOMA: Características que devem ser observadas a fim de identificar 
pintas possivelmente associadas ao melanoma. FONTE: modificado de < 
https://www.patientresource.com/Melanoma_FollowUp.aspx >, acessado em 28 de Março de 2020. 
 
2.4 Biologia do câncer 
 A progressão tumoral depende da aquisição e seleção de características 
vantajosas que vão possibilitar e sustentar o desenvolvimento do tumor primário e 
do processo metastático. Hanahan e Weinberg agruparam tais características nos 
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chamados “Hallmarks of cancer”, sendo esta classificação até hoje de extrema 
relevância. Tais características são: a proliferação sustentada – aumentando a 
expressão de receptores de fatores de proliferação, bem como de moléculas 
presentes downstream dessas cascatas de sinalização; evasão de supressores de 
crescimento – resultado de mutações condutoras que suprimem genes associados 
ao arrasto do ciclo celular, como a proteína p53; resistência à morte celular – 
alterando a expressão e funcionamento de receptores de estresse celular e 
moléculas efetoras da cascata apoptótica; evasão da senescência celular 
(imortalização) – adquirindo uma deficiência transiente da atividade da telomerase; 
indução da angiogênese – resultado da alta produção de fator de crescimento 
vascular endotelial (VEGF) sustentando pelas células tumorais e por outras células 
associadas ao microambiente tumoral; capacidade invasiva e metastática – através 
da modificação do perfil de receptores celulares habilitando a migração e invasão, 
bem como pelo remodelamento da matriz extracelular (MEC); e recentemente 
incorporado a esse conjunto de mecanismos celulares, a reprogramação do 
metabolismo energético celular – possibilitando a sobrevivência celular no ambiente 
intratumoral altamente hipóxico -  e evasão da destruição pelo sistema imune – 
fundamental para o início, desenvolvimento e realização do processo metastático 
(Hanahan e Weinberg, 2000, 2011). 
 Permeado por essas características adquiridas, alguns mecanismos e 
peculiaridades do câncer destacam-se: o microambiente tumoral, a capacidade 
metastática e a interação entre sistema imune e câncer. 
 
2.4.1 Microambiente tumoral: a subversão da atividade celular 
 Tumores primários e focos metastáticos não são apenas constituídos de 
células transformadas. Células não malignizadas associadas aos tumores 
correspondem a até mais da metade da população tumoral. Subpopulações do 
sistema imune, como linfócitos, neutrófilos, macrófagos, e células dendríticas, bem 
como pericitos, adipócitos e fibroblastos fazem parte do heterogêneo microambiente 
tumoral e têm seus mecanismos celulares desvirtuados para promoção do 
desenvolvimento do tumor em diferentes etapas do mesmo. Os fibroblastos 
associados ao tumor (CAF, do inglês câncer associated fibroflasts), por exemplo, 
secretam diferentes fatores de crescimento e proliferação, como o fator de 
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crescimento endotelial (EGF, endotelial growth factor) e o fator de crescimento 
semelhante a insulina do tipo 1 (IGF-1, insulin growth fator 1). Os CAFs também 
estão associados à liberação de fator de transformação de crescimento β (TGF-β, 
transformation growth fator β) o qual promove um perfil mesenquimal e invasivo das 
células malignizadas, sendo ainda induzidos a produzirem enzimas proteolíticas, 
auxiliando assim no remodelamento da MEC e no processo de invasão celular 
(Balkwill, Capasso e Hagemann, 2012). 
 A comunicação entre células malignizadas e células não transformadas no 
microambiente tumoral é bidirecional e molda o fenótipo destas. Células tumorais 
produzem e liberam fatores que recrutam CAFs, como o TGF-β, bem como 
expressam um perfil de citocinas (proteínas solúveis que participam da comunicação 
celular) pró-inflamatório, recrutando células do sistema imune. Apesar do infiltrado 
tumoral de células do sistema imune poder resultar em resposta imunológica contra 
o tumor, o que se observa é majoritariamente o contrário: através de mecanismos 
imunossupressores, como a hipóxia e a consequente expressão do fator induzível 
de hipóxia 1 (HIF-1), linfócitos T CD8+ citotóxicos e células Natural Killer (NK) 
perdem a atividade antitumoral; via interleucinas, como a IL-4 e a IL-13, macrófagos 
infiltrados no tumor são polarizados para o fenótipo M2, passando a ser 
denominados macrófagos associados ao tumor (TAMs, tumor associated 
macrophages) e a ter atividades pró-tumorais (Najafi, Goradel, et al., 2019; 
Whiteside, 2008).  
 A formação do microambiente tumoral será de extrema importância para 
sustentar todas as etapas de progressão tumoral, habilitando por fim o processo 
metastático. Para alcançar e colonizar outros tecidos, bem como estimular o 
crescimento do tumor primário, a angiogênese e a linfangiogênese são estimuladas 
no microambiente tumoral. Além de suas propriedades imunossupressoras, o 
aumento da expressão de HIF-1 no microambiente tumoral induz a produção de 
VEGF por CAFs e TAMs, promovendo uma neovascularização tecidual e uma porta 
de acesso para o sistema circulatório (Langsten et al., 2019; Wang et al., 2017). Um 
modelo ilustrando o microambiente tumoral e a progressão do mesmo é 




FIGURA 4 – MICROAMBIENTE TUMORAL: Células malignizadas recrutam e convertem células 
normais para um fenótipo pró-tumoral em uma comunicação bidirecional, auxiliando na progressão do 
tumor e eventualmente alcançando o estágio metastático. FONTE: modificado de Langsten et al., 
2019. 
 
2.4.2 Metástase: um intrincado conjunto de processos 
 A cada dez mortes associadas ao câncer, nove são em decorrência da 
metástase – um conjunto de passos realizados por células malignizadas que deixam 
o tumor primário e obtêm sucesso em colonizar novos tecidos e órgãos (Lambert, 
Pattabiraman e Weinberg, 2016). 
Apesar de sua importância clínica, o processo de metástase é complexo e 
pouco eficiente, tendo em vista que é necessário cumprir uma série de etapas 
biológicas, e ao final destas, poucas células que deixaram o tumor primário serão 
transportadas pela corrente sanguínea e conseguirão invadir e colonizar outros 
tecidos e órgãos. O novo local de crescimento tumoral é determinado por fatores 
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mecânicos (como semelhança no padrão circulatório entre a região do tumor 
primário e a região do foco metastático) e similaridades moleculares, como descrito 
na hipótese do “soil and seed”. As células que deixam a neoplasia inicial são 
heterogêneas e representam subpopulações selecionadas no final do processo de 
evolução tumoral, sendo este um dos motivos da resistência a tratamentos em 
estágios metastáticos do câncer (Chambers, Groom e MacDonald, 2002; Fidler, 
Soerjomataram e Bray, 2016; Steeg, 2016). 
O primeiro passo do processo metastático envolve a transposição da barreira 
biológica representada pela membrana basal, uma porção especializada da MEC. 
Em nível celular, nesta etapa a invasão ocorre de forma coletiva (unidades 
multicelulares movendo-se de forma unificada) ou individual, sendo que essas 
estratégias podem alternar entre si, e envolvem proteases, como metaloproteinases 
(MMPs), alterações conformacionais do citoesqueleto e interações entre receptores 
de superfície e a MEC. O passo seguinte é a intravasão – entrada dessas células 
tumorais em vasos sanguíneos e linfáticos. A neoangeogenese induzida pelo 
microambiente tumoral abre uma das portas para essa etapa: os novos vasos 
formados no interior do tumor carecem de estruturação completa, sendo facilmente 
acessados por células metastáticas. O estado inflamatório e o estresse oxidativo 
gerado pelo microambiente tumoral também auxilia a intravasão: em decorrência 
destes estados, o fator de transcrição nuclear κβ (NF-κβ) é ativado, aumetando a 
expressão de moléculas de adesão nas células endoteliais, como a molécula de 
adesão intercelular 1 (ICAM-1) e E-selectinas, bem como diminuindo a integridade 
do endotélio, facilitando assim a interação com as células tumorais e a passagem 
das mesmas. Ao entrarem na circulação, as células malignizadas precisam transpor 
fatores de estresse físico – característicos da biofísica hemodinâmica; biológicos- 
como a ausência de ancoragem e sinais de sobrevivência; e as defesas do corpo, 
representados pelas células do sistema imune. A partir da circulação, células 
malignizadas têm de se fixar no endotélio de tecidos e órgãos distantes. Como 
previamente citado, umas das hipóteses para o sucesso desta etapa são as 
características físicas e biológicas do tecido alvo, o que faz com que haja um 
direcionamento da metástase para ambientes mais propensos (hipótese do seed 
and soil). Outra possibilidade diz respeito a rede de capilares característica de cada 
tecido: células metastáticas ficam presas nessas redes devido a seu diâmetro, o que 
possibilita a progressão do processo metastático; ainda nesse sentido, alguns 
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órgãos estariam mais propensos à metástase devido a seu grande aporte 
sangúineo, como o fígado através da veia porta hepática. Uma vez alojado no 
endotélio, as células metastáticas precisam novamente transpor essa barreira, 
processo agora denominado de extravasão. Este é mecanisticamente diferente da 
intravasão, uma vez que no tecido alvo o estado inflamatório e oxidativo, 
característico do tumor primário, não está presente – ou está de forma 
significativamente reduzida – bem como a falta de estruturação endotelial, 
característica do microambiente tumoral, não ocorre nesse novo tecido. Algumas 
moléculas secretadas pela célula malignizada parecem auxiliar nesta etapa, como a 
proteína 4 semelhante a angiopoietina, aumentando a permeabilidade da barreira 
endotelial. Após a invasão no tecido alvo, as células tumorais precisam sobreviver 
dentro do novo ambiente, formando micrometastases. Uma das hipóteses que 
possibilita essa sobrevivência consiste na existência de um nicho pré-metastático, 
formado via produção de exossomos do tumor primário, os quais afetam as células e 
a MEC de outros tecidos, promovendo assim um ambiente passível de colonização. 
Por fim, células malignizadas no novo tecido precisam desencadear mecanismos 
celulares que vão permitir a colonização tumoral, com altas taxas proliferativas e, 
novamente, uma neoangeogenese. Tal processo pode demorar semanas, meses ou 
anos, uma vez que essas micrometástases podem adquirir um perfil de dormência e 
só retomarem a atividade em condições biológicas mais favoráveis, sendo este um 
dos motivos da recorrência do câncer anos após a eliminação do tumor primário 
(Liou e Storz, 2010; Mittal, M. et al., 2014; Pachmayr, Treese e Stein, 2017; 
Valastyan e Weinberg, 2011). A figura abaixo (Figura 5) ilustra as diferentes etapas 
e interações que ocorrem ao longo do processo metastático. Os passos aqui citados 




FIGURA 5 – PROCESSO METASTÁTICO: Células malignizadas representando o final do processo 
de seleção evolutiva ocorrido dentro do microambiente tumoral adquirem a capacidade de invadir e 
colonizar outros tecidos, através do complexo e ineficiente processo conhecido como metástase. 
FONTE: modificado de Cox et al., 2018. 
 
Empregando dados obtidos de modelos de metástase experimental foi 
possível traçar a linha temporal do processo metastático a partir do momento em 
que as células malignizadas entram na corrente sanguínea, como descrito por 
Labelle & Hynes, 2012 (Labelle e Hynes, 2012): 
- transito pela circulação sanguínea: devido a seu grande diâmetro, células 
tumorais passam poucos minutos na circulação, sendo rapidamente presas em 
redes de capilares nos tecidos e órgãos; 
- adesão inicial e fixação: após ficarem presas na rede de capilares, células 
malignizadas podem iniciar interações com microambiente e o endotélio a fim de 
promover sua fixação, etapa que pode durar de minutos a horas; durante o 
transporte e o período de adesão/fixação, células do sistema imune como as NK, 
bem como o estresese fisico intrinsico ao ambiente circulatório podem eliminar as 
células malignizadas; como forma de proteção, células metastáticas promovem a 
interação com plaquetas através de ligantes de P-selectina, formando trombos, que 
funcionam como uma barreira física de proteção; fatores solúveis, como citocinas, 
liberados por células malignizadas aderidas ao endotélio promovem sua ativação, 
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aumentando a expressão de proteínas de adesão como E-caderina e P-selectina, e 
a interação célula tumoral-endotélio; 
- extravasão e colonização inicial: a entrada das células tumorais no tecido 
alvo e o início da colonização tecidual normalmente ocorrem nos primeiros três dias; 
o sucesso nesta etapa depende das capacidades invasivas das células 
malignizadas, as quais liberam no microambiente metaloproteinases para causar a 
disrupção da integridade endotelial; mais uma vez a interação entre células tumorais 
e plaquetas auxilia no processo invasivo, visto que plaquetas associadas a células 
metastáticas apresentam um perfil de expressão gênica de citocinas e de 
metaloproteinases que auxiliam a invasão tecidual; macrófagos com fenótipo pró-
tumoral são recrutados ao sítio metastático, e sua interação com as células 
malignizadas promove liberação de fatores angiogênicos, como o VEGF, e 
antiapoptóticos, auxiliando os momentos iniciais de colonização tecidual; neste 
mesmo sentido, o sucesso na colonização inicial e o posterior desenvolvimento do 
foco metastático dependerá da interação entre as células malignizadas e os 
fibroblastos e sua conversão em um perfil de expressão gênica de CAFs pró-
tumorais. A linha temporal metastática é apresentada na figura abaixo (Figura 6). 
 
FIGURA 6 – LINHA TEMPORAL DA METÁSTASE: A partir do intravasamento, células tumorais 
passam por diversas etapas até o estabelecimento e progressão metastática, a qual pode ser 
discriminada baseada em sua linha temporal de acontecimentos. FONTE: modificado de Labelle & 
Hynes, 2012. 
 
A capacidade invasiva adquirida por linhagens malignizadas é de grande 
importância no melanoma, conhecido como uma forma de câncer altamente 
metastática. Essa definição deve-se a certas características das células de 
melanoma, as quais contribuem para o início do processo metastático e manutenção 
do mesmo: possuem diversos receptores de membrana compartilhados com células 
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do endotélio, permitindo suportar as forças mecânicas caracaterísticas da circulação, 
aderir e extravasar para tecidos adjacentes; possuem uma alta expressão de 
citocinas pró-inflamatórias e pró-angiogênicas, como interleucina 8 (IL-8) e fator de 
crescimento do endotélio vascular A (VEGFA); alta produção de exossomos e 
microvesículas a partir do tumor primário, permitindo a modificação e formação de 
um microambiente tumoral favorável nos locais de metástase; caracaterísticas 
mesenquimais, como baixa expressão de E-caderina e elevada expressão de N-
caderina, promovendo mobilidade celular; e alta capacidade de evasão do sistema 
imune, promovendo o bloqueio de receptores de células T, alterações nas 
subpopulações de linfócitos (menos células T citotóxicas, mais células T 
reguladoras) e imunossupressão generalizada (Braeuer et al., 2014). Essas e outras 
características são adquiridas através de diversas mutações, resultado de um dos 
tipos de câncer com uma das maiores taxas de mutação por milhão de pares de 
base e um extenso processo de alterações epigenéticas (Moran et al., 2017). 
 Como previamente descrito, a progressão metastática é acompanhada da 
modificação, entre outros, de receptores de adesão celular, da atividade e produção 
de metaloproteinases, do padrão de glicosilação celular e da ativação, em cânceres 
de origem epitelial, da transição epitélio-mesenquimal, fenômenos os quais 
merecem maior detalhamento. 
 
2.4.2.1 Receptores de adesão celular e metástase 
 As interações célula-célula e célula-matriz extracelular governam diferentes 
mecanismos envolvidos em situações homeostáticas e patológicas. As interações 
célula-célula são mediadas por junções aderentes – estruturas celulares 
especializadas constituídas de caderinas (como E e N-caderina) e complexos 
proteicos, os quais fazem a conexão com o citoesqueleto de actina. A estrutura 
conformacional das junções aderentes e a correta distribuição espacial das 
caderinas – a qual será influenciada pelo tipo de caderina presente – aprensentam 
papéis fundamentais na homeostasia, como ao longo do desenvolvimento 
embrionário - participando da correta polarização celular e da manutenção da 
integridade tecidual – e na manutenção da integridade e permeabilidade endotelial. 
No câncer, as interações célula-célula via caderinas são altamente reguladas. A 
disrupção dessas interações no tumor primário permite o início da cascata 
35 
 
metastática, enquanto que a manutenção das interações via E-caderina entre 
células malignizadas em migração auxilia no processo de invasão coletiva 
(Gloushankova, Rubtsova e Zhitnyak, 2017). 
Integrinas são uma grande família de receptores de superfície celular que 
governam interações célula-matriz extracelular, constituídas de uma subunidade α e 
uma β, e em reposta a esta interação auxiliam na sinalização de eventos como 
adesão, migração, crescimento, proliferação e morte celular. Em homeostasia, 
integrinas participam de diferentes processos, como a manutenção da pluripotência 
celular de células tronco, fornecendo pontos de interação com a MEC e garantindo 
assim a divisão celular assimétrica; a interação entre integrinas e a MEC também é 
responsável pela sobrevivência das células, sendo que em sua ausência o processo 
de apoptose induzido pela falta de ancoragem ("anoikis") é desencadeado. Dado sua 
importância na sinalização celular de diferentes mecanismos, a modulação de 
integrinas no câncer resulta em atividades pró-tumorais. Maiores expressões de 
integrina β1 e β4, por exemplo, são associadas a etapas iniciais da formação 
tumoral, a proliferação de células no tumor primário e a diferentes etapas do 
processo metastático, desde seu início até mecanismos de dormência celular 
(Anderson, Owens e Naylor, 2014; Hamidi e Ivaska, 2018).  
No melanoma, a diminuição da expressão de E-caderina leva, por exemplo, a 
uma redução da adesão entre melanócitos e queratinócitos, o que está associado, 
nos estágios iniciais do desenvolvimento tumoral, a um perfil celular proliferativo e 
de maior motilidade. Quanto às integrinas, sabe-se que a expressão e 
predominância de diferentes conjuntos de subunidades varia ao longo da progressão 
do tumor. Além de estar relacionado à adesão e maior motilidade dos melanócitos 
malignizados, algumas integrinas, como a integrina α5β3 auxiliam o remodelamento 
da MEC através da localização de metaloproteinases na superfície celular 
(Janiszewska, Primi e Izard, 2020; McGary, Chelouche Lev e Bar-Eli, 2002). 
 
2.4.2.2 Metaloproteinases e a progressão tumoral 
 Metaloproteinases de matriz extracelular (MMPs) compõe um conjunto de 
mais de 23  endopeptidases secretadas e de membrana que clivam componentes da 
MEC e moléculas de adesão. Elas fazem parte de uma familia de proteinases 
também composta por Proteínas Desintegrinas e Metaloproteinases (ADAMs) e 
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Proteínas Desintegrinas e Metaloproteinases com Domínios tipo Trombospodina 
(ADAMTS). São sintetizadas como zimogênios inativos (pró-MMP) e ativadas, 
normalmente fora das células, por outras MMPs ou outras proteinases. A clivagem 
da MEC por MMPs revela neoepitideos e fragmentos peptídicos que se ligam a 
receptores celulares e desencadeiam a ativação de vias de sinalização, resultando 
em diferentes mecanismos, como a indução a proliferação, migração e angiogênese. 
Moléculas de adesão celular, como caderinas e integrinas, também podem ser 
clivadas por MMPs, aumentando a motilidade celular. Na maioria dos tipos de 
câncer a expressão de MMPs é aumentada (Mott e Werb, 2004; Quintero-Fabián et 
al., 2019). 
 O microambiente tumoral é altamente influenciado pela atividade das MMPs, 
resultando em diferentes respostas pró-tumorais em todos os estágios da 
progressão: nos estágios iniciais de desenvolvimento tumoral, MMPs causam 
disrupção das interações entre as células malignizadas com moléculas da MEC 
presentes na membrana basal, reduzindo dessa forma sinais de interação celular 
que limitam a diferenciação e a proliferação; ainda neste estágio, células 
transformadas liberam citocinas e quimiocinas atratoras, recrutando fibroblastos e 
células do sistema imune, como macrófagos e neutrófilos, os quais iram depositar na 
MEC sinais de crescimento celular, os quais serão posteriormente liberados no 
microambiente tumoral pelo remodelamento da MEC induzido pelas MMPs; em 
alguns tipos de câncer, ADAMs clivam a MEC liberando formas solúveis de EGF e 
neoepítopos para seu receptor (EGFR), e a ativação dessa via de sinalização induz 
um aumento da expressão de MMP-9, a qual cliva E-caderina promovendo 
proliferação celular; as MMP-2, 9 e 14 são altamente relevantes na promoção do 
crescimento tumoral devido a sua participação na angiogênese, a qual tem maior 
atividade na margem invasiva dos tumores e ocorre em resposta a 
biodisponibilidade de VEGF e neopeptídeos semelhantes liberados pela degradação 
da matriz extracelular; no processo invasivo, a interação entre integrinas e diferentes 
componentes da MEC, como colágeno I, induz a maior produção de MMPs e sua 
colocalização por receptores, como o CD44, nos invadopódios das células em 
migração individual e na região apical das células em invasão coletiva (Gonzalez-
Avila et al., 2019; Kessenbrock, Plaks e Werb, 2010). 
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2.4.2.3 Glicoconjugados e sua relação com o processo metastático 
 A glicosilação (inserção co e pós-traducional de oligossacarídeos) em 
proteínas e lipídeos gera glicoproteínas e glicolipídeos que farão parte da superfície 
celular, compondo o glicocálix (Reitsma et al., 2007). Os proteoglicanos são 
proteínas altamente glicosiladas, resultados da adição de uma ou mais cadeias não 
ramificadas de glicosaminoglicanos (GAGs), processo que ocorre no lúmem do 
aparelho de Golgi através de diversas etapas enzimáticas (Prydz e Dalen, 2000). O 
padrão de glicosilação protéica e lipídica nos glicoconjugados de membrana, bem 
como suas interações com as proteínas e proteoglicanos que compões a MEC 
influenciam diretamente os processos de reconhecimento e sinalização celular em 
situações de homeostasia e patologias. A glicosilação pode ser do tipo N-
glicosilação (quando oligossacarídeos são inseridos no grupo amina de resíduos de 
asparagina), O-glicosilada (quando os carboidratos são inseridos na hidroxila de 
resíduos de serina ou treonina), C-glicosilação (quando um resíduo de manose é 
inserido a um dos carbonos de triptofano) e a inserção de glicídeos em âncora de 
GPI (como o glicosilfosfatidilinositol) (Moremen, Tiemeyer e Nairn, 2012; Ohtsubo e 
Marth, 2006). 
 Entre os glicoconjugados de interesse no câncer, destacam-se os 
proteoglicanos. A maioria destes são extracelulares, sendo componentes estruturais 
e de interação com fatores de crescimento, citocinas, quimiocinas e entre células. 
Associados aos proteoglicanos e sendo muitas vezes mais relevantes 
biologicamente do que o próprio core proteíco a que estão associados, estão os 
glicosaminoglicanos que os constituem (GAGs). GAGs são heteropolissacarídeos 
lineares e carregados negativamente devido à presença de grupamentos sulfato 
e/ou carboxilato em suas estruturas. São constituídos de unidades repetitivas de 
dissacarídeos compostos por uma hexosamina (glucosamina ou galactosamina) e 
um ácido urônico ou um açúcar neutro. Devido às suas peculiaridades estruturais, 
como tipo de unidade dissacarídica e padrão de sulfatação, os GAGs, presentes nos 
proteoglicanos, são agrupados em heparinas, queratam sulfato, heparam sulfato, 
condroitim sulfato e dermatam sulfato. Outro GAG de relevância no câncer é o ácido 
hialurônico, o qual diferentemente dos demais não é sulfatado e não esta ancorado 
a um core proteico (portanto, não forma proteoglicano), sendo secretado e 
acumulado na MEC (Pomin e Mulloy, 2018). 
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 A progressão tumoral é acompanhada de alterações do padrão de 
glicosilação, resultando em modificações de quantidade, ramificação, diversidade e 
estrutura de glicoconjugados. Tais alterações apresentam implicações relacionadas 
a vários dos previamente citados hallmarks do câncer: a proliferação sustentada das 
células tumorais pode ser modulada por proteoglicanos produzidos por CAFs, como 
o sindecam 1, capaz de capturar fatores de crescimento através das cadeias de 
heparam sulfato, promovendo disponibilidade desses fatores no microambiente 
tumoral e consequente ativação de receptores de fatores de crescimento (como o 
EGFR), bem como por um aumento da via de sinalização do EGFR devido a sua 
maior fucosilação – adição de fucose ao proteoglicano – resultando em maior 
sensibilidade e avidez do receptor a seu ligante EGF; a resistência a morte celular 
pode ser auxiliada por padrões de glicosilação que diminuem a responsividade de 
receptores a seus ligantes, como por exemplo modificações de O-glicosilação nos 
receptores TRAIL-R1 E TRAIL-R2, tornando-os menos sensíveis a ligação ao ligante 
de necrose tumoral associado a indução de apoptose (Apo2L); na evasão a 
supressores de crescimento, alterações no padrão de O-glicosilação das proteínas 
p53 e retinoblastoma alteram suas dinâmicas de fosforilação, levando a sua 
degradação e ativação constitutiva, respectivamente, desencadeando a progressão 
do ciclo celular; no processo de invasão, a sialilação - inserção de um ácido siálico 
no proteoglicano, comumente detectada em vários tipos de câncer devido ao 
aumento da expressão da sialiltransferase – induz, entre outros efeitos, uma 
diminuição da adesão célula-célula e célula-matriz extracelular através de repulsão 
eletrostática devido as cargas negativas, favorecendo dessa forma um fenótipo mais 
migratório e invasivo; a evasão do sistema imune também está associada a padrões 
alterados de glicosilação, como a fucosilação, que aumenta a interação de células 
tumorais com macrófagos e células dendriticas via receptores de lectina tipo C. Tal 
característica leva à produção de IL-10 e IL-27 que irão favorecer a atividade de 
células T auxiliares do tipo 2, a qual é imunossupressora; ainda quanto a modulação 
do sistema imune, uma maior sialilação em células de melanoma diminui a 
capacidade de reconhecimento e eliminação das células tumorais por células T 




2.4.2.4 A Transição Epitélio-Mesenquimal 
 A Transição Epitélio-Mesenquimal (EMT) é um conjunto de processos 
originalmente presentes no desenvolvimento embrionário e no reparo tecidual, 
sendo reativado por células malignizadas na progressão de cânceres de origem 
epitelial, como o melanoma, promovendo a aquisição de uma atividade mais 
migratória e invasiva. Tal aquisição ocorre através de alterações na expressão 
gênica que resultam na perda de receptores e propriedades associadas a um 
fenótipo epitelial e no ganho de receptores e características do fenótipo 
mesenquimal, alterando assim as interações célula-célula e célula-matriz e a 
polarização celular, bem como promovendo uma dinâmica reorganização do 
citoesqueleto (Kalluri e Weinberg, 2009). 
 O desencadeamento do processo de EMT no câncer pode ser induzido por 
diversos componentes decorrentes da progressão tumoral presentes no 
microambiente tumoral, como a hipóxia, citocinas e fatores de crescimento. Em 
resposta a essas alterações, moléculas liberadas no microambiente tumoral, como o 
TGF-β, induzem a ativação de fatores de transcrição, como SNAIL e TWIST, que por 
sua vez alteram a expressão de genes associados aos fenótipos epitelial e 
mesenquimal. Uma das alterações mais marcantes decorrentes da EMT é a 
diminuição da expressão de E-caderina e o aumento da expressão de N-caderina. A 
redução de E-caderina leva a perda da polarização epitelial celular, de 
desmossomos e das junções aderentes que conectam as células. A β-catenina, 
normalmente associada à E-caderina e aos filamentos de actina, perde seu 
ancoramento na membrana celular e é internalizada e acumulada no núcleo, 
induzindo a via de sinalização Wnt, que por sua vez desencadeará novamente a 
expressão de genes associados ao fenótipo mesenquimal, aumentando a migração 
e a invasão celular (Nisticò, Bissell e Radisky, 2012; Škovierová et al., 2018). 
 A EMT é um fenótipo altamente plástico e híbrido: células malignizadas que 
adquirem características mesenquimais ainda possuem traços epiteliais e 
interconvertem esses estados em resposta a sinais moleculares e físicos do 
ambiente. Tal plasticidade é evidenciada durante a colonização de novos tecidos, 
quando células transformadas fazem o processo inverso, perdendo características 
mesenquimais e ganhando características epiteliais. Além disso, a EMT está 
associada a resistência a tratamentos, devido a grande heterogeneidade de 
fenótipos presentes nas subpopualções de células metastáticas, bem como a 
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aquisição de programas genéticos que originam células-tronco tumoral, capazes de 
ser auto-suficientes em sua proliferação e originar tumores com subpopulações 
celulares diferenciadas (Gloushankova, Zhitnyak e Rubtsova, 2018; Thiery et al., 
2009). 
 
2.5 Câncer e o sistema imune 
 Atualmente a imunoterapia é uma das maiores esperanças no tratamento de 
diversos tipos de câncer, porém o conceito do papel do sistema imune como um 
inibidor da progressão tumoral só passou a ser revisitado e amplamente estudado 
na década de 90, quando modelos animais apropriados e o maior conhecimento das 
subpopulações do sistema imunológico permitiram a compreensão do papel 
antitumoral de citocinas, tais como interferon-  (IFN-y), e de células citotóxicas, 
como as células Natural Killer (NK) e linfócitos T CD8+ (Dunn et al., 2002). 
 A capacidade de células do sistema imune adaptativo e inato em reconhecer 
precursores de malignidade e células malignizadas e potencialmente eliminá-las é 
denominada Imuno Vigilância (ou vigilância imunológica, ou ainda no termo em 
inglês immunosurveillance). Células em transformação inicial ou malignizadas 
apresentam instabilidade genética, o que pode induzir a formação de proteínas de 
superfície celular alteradas, as quais são passíveis de reconhecimento pelo sistema 
imune. Macrófagos e células NK podem provocar a lise de células malignizadas via 
receptores de imunoglobulinas G (IgG), os quais ligam anticorpos tumorais 
específicos produzidos por células B, induzindo a citotoxicidade dependente de 
anticorpo. Células NK também podem reconhecer via receptor NKG2D e eliminar 
células tumorais pela presença de sinalizadores de estresse celular (como as 
proteínas da família MIC, associadas ao complexo principal de histocompatibilidade, 
MHC) nas células malignizadas ou ainda pela diminuição ou ausência do receptor 
MHC. O braço adaptativo do sistema imune pode ser ativado, por exemplo, via 
apresentação de antígenos tumorais por células dendríticas e macrófagos, induzindo 
respostas citotóxicas de células T CD8+ via reconhecimento de MHC de classe I nas 
células malignizadas. Células T CD4+ ativadas também podem auxiliar na resposta 
antitumoral via reconhecimento por MHC de classe II, induzindo uma resposta do 
tipo Th1 via liberação de citocinas anti-tumorais e maior ativação de células NK e T 
CD8+ (Pandya et al., 2016; Zitvogel, Tesniere e Kroemer, 2006).  
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Apesar do potencial apresentado pelo sistema imune em eliminar células 
tumorais e impedir o surgimento de um câncer, todos os organismos, até mesmo os 
imunocompetentes, ainda desenvolvem essa patologia, o que revela outras faces 
dessa interação. A ação do sistema imune sobre células tumorais ocorre ao longo de 
todas as etapas da progressão tumoral, desde seu início e potencial eliminação, 
passando pela incapacidade de resposta imunológica contra o tumor e chegando até 
mesmo na subversão do sistema imune, o qual passa a atuar como um promotor 
tumoral. A compreensão desse fenômeno veio da observação de que células 
provenientes de tumores desenvolvidos em camundongos imunodeficientes, quando 
injetadas em camundongos imunocompetentes, nem sempre resultavam na 
progressão tumoral. Isso ocorre pois as células tumorais dos camundongos 
imunodeficientes não foram “editadas”, ou seja, células mais ou menos 
imunogênicas não foram selecionadas ou eliminadas devido a ausência da pressão 
exercida pelo sistema imune. Desta forma, caso o sistema imune não seja capaz de 
eliminar a progressão tumoral inicial, a pressão seletiva exercida por ele irá 
ocasionalmente selecionar clones tumorais menos imunogênicos, “editando” a 
imunogenicidade tumoral, processo conhecido como a “imunoedição de neoplasias” 
(cancer immunoediting) (Schreiber, Old e Smyth, 2011; Shankaran et al., 2001). 
A imunoedição de neoplasias ocorre em três fases, os chamados “três Es”. A 
primeira fase é denominada Eliminação (Elimination): a inicial perda de homeostasia 
tecidual causada pelo tumor em desenvolvimento induz à produção de citocinas e 
quimiocinas pro-inflamatórias, recrutando células NK e macrófagos as quais podem 
apresentar atividades citotóxicas via reconhecimento de receptores nas células 
malignizadas, além de gerar a produção de IFN-y, que irá gerar efeitos antitumorais 
(como redução da proliferação e indução a apoptose) e recrutar ainda mais células 
do sistema imune inato. Através da apresentação de antígenos tumorais expostos 
por macrófagos e células dendríticas, o sistema imune adaptativo será ativado, 
dando origem a células T CD4+ que irão apresentar uma resposta do tipo 1 
(antitumoral) e a células T CD8+ citotóxicas, potencialmente eliminando a neoplasia. 
Caso a resposta inicial do sistema imune não seja suficiente para induzir a 
eliminação do tumor em formação, inicia-se a segunda fase, a qual pode se 
prolongar por anos, e é denominada de Equilíbrio (Equilibrium): a constante pressão 
seletiva imposta pelo sistema imune elimina diversas células malignizadas, porém a 
crescente instabilidade genômica presente nestas dá origem a clones cada vez 
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menos imunogênicos; o perfil de citocinas e de subpopulações do sistema imune 
presente no microambiente muda, ocorre uma diminuição de IFN-y e células NK 
infiltradas no tumor. Esta fase é pouco compreendida devido a sua dificuldade de 
modelagem, apresentando grande similaridade com o estado de dormência que 
pode ser adotado por células metastáticas. Ao final da fase de equilíbrio, ocorre a 
expansão de clones tumorais pouco imunogênicos. A terceira e última fase é 
denominada Escape (Escape): linhagens não imunogênicas proliferam sem barreiras 
impostas pelo sistema imune, empregando uma grande variedade de mecanismos 
imunossupressores, como diminuição e/ou perda de expressão de MHC, expressão 
de inibidores da atividade de células T CD8+, como o ligante da proteína 
programada 1 da morte celular (PD-L1), produção do fator de crescimento tumoral 
(TGF-β) e interleucina-10 (IL-10) (Bremnes et al., 2016; Dunn, Old e Schreiber, 
2004; Mittal, D. et al., 2014). As três fases da imunoedição são representadas na 
figura abaixo (Figura 7). 
 
FIGURA 7 – TRÊS “ES” DA IMUNOEDIÇÃO: As interações entre células do sistema imune e células 
transformadas compreendem a vigilância imunológica e as três fases da imunoedição – Eliminação, 
Equilíbrio e Escape – as quais ocorrem ao longo do desenvolvimento de um tumor, influenciadas pela 
crescente instabilidade genética característica do microambiente tumoral e a pressão seletiva 




 Como previamente citado, algumas subpopulações do sistema imune são de 
especial interesse devido a sua relação com a progressão tumoral, como os 
macrófagos, os linfócitos T CD4+ e CD8+ e as células NK. 
 
2.5.1 Macrófagos 
 Macrófagos são células mononucleares residentes em tecidos. São 
agrupados junto com monócitos, células dendríticas e osteoclastos como fagócitos 
mononucleares devido a sua grande capacidade fagocítica. Após a fase 
embrionária, macrófagos são originados a partir de monócitos, que por sua vez são 
originados a partir de células hematopoiéticas da medula óssea (Gordon e 
Plüddemann, 2017). 
 Macrófagos são estimulados por fatores do microambiente em que se 
encontram, bem como por estímulos autócrinos, adotando uma grande diversidade 
fenotípica. Apesar da grande simplificação contida nessa descrição devido a grande 
plasticidade fenotípica dessas células, uma das classificações mais usuais para 
distinguir as principais funções dessas células são as polarizações M1 e M2, 
denominadas de ativação clássica e alternativa, respectivamente (Martinez e 
Gordon, 2014; Mosser e Edwards, 2008). 
No contexto tumoral macrófagos associados ao tumor (TAM), os quais 
apresentam um perfil de ativação do tipo M2, constituem a maior parte desse tipo 
celular no infiltrado de células do sistema imune dentro do microambiente tumoral, 
sendo recrutados da corrente sanguínea e dos tecidos e polarizados para um 
fenótipo pró-tumoral por diferentes estímulos, como citocinas (CSF1, IL-4 e IL-10) e 
o estresse tecidual (originados pelo estado de hipóxia) (Yang e Zhang, 2017). TAMs 
apresentam atividades pró-tumorais em todos os estágios da progressão do câncer. 
Eles promovem o desenvolvimento de um ambiente pró-inflamatório e instabilidade 
genética nas células malignizadas. Os TAMs secretam grandes quantidades de IL-
10, e tem um aumento na expressão de PD-L1 (ligante do receptor de morte 
programada 1), promovendo imunossupressão da atividade citotóxica de células 
TCD8+ no microambiente tumoral. No processo metastático, TAMs auxiliam a 
transição EMT, promovem a degradação da MEC por secretar proteases (MMPs e 
catepsinas) e liberaram moléculas associadas à preparação do nicho pré-
metastático, como TNF-α e VEGF. Alem disso, o processo de angiogênese de 
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tumores primários e focos metastáticos é auxiliado por TAMs, os quais produzem 
grandes quantidades de VEGF em resposta as baixas concentrações de oxigênio 
presentes no microambiente tumoral (Fujimura et al., 2018; Pathria, Louis e Varner, 
2019). 
Por outro lado, macrófagos com a polarização M1 apresentam atividades 
antitumorais. Este fenótipo de ativação fomenta uma resposta pró-inflamatória via 
citocinas, como IL-1, IL-6 e TNF-α, e quimiocinas, como CCL2 (também denominada 
proteína quimioatratora de monócitos 1, MCP-1), induz resposta imune via células T 
helper do tipo 1 – produtoras de IFN-y, IL-2 e TNF-α – e células T citotóxicas, além 
de promover diretamente a morte de células tumorais através da produção de 
espécies reativas de oxigênio (principalmente óxido nítrico) e de ativar células NK e 
células T CD8+ citotóxicas (Cheng et al., 2019; Najafi, Hashemi Goradel, et al., 
2019). 
 
2.5.2 Linfócitos T CD4+ e T CD8+ 
 Células T fazem parte da resposta imune adaptativa, participando do 
estabelecimento, execução e manutenção da mesma. São originadas a partir de um 
progenitor comum advindo da medula óssea, migrando para o timo para maturação, 
onde sofrem rearranjo do receptor de célula T (TCR, responsável pela capacidade 
de reconhecimento de inúmeros antígenos), dando origem a células duplo positivas 
com os co-receptores CD4 e CD8. Após as etapas de seleção positiva e negativa 
ainda no timo, células T positivas para CD4 ou CD8 migram para os tecidos 
periféricos como células virgens (naive). Tais células tornam-se ativas ao encontrar 
um antígeno que seja reconhecido pelo seu TCR. Estas células ocupam virtualmente 
todos os tecidos do corpo, sendo sua maioria encontrada em tecidos linfoides (como 
baço e linfonodos), também estando presentes em mucosas, na pele e até mesmo 
no cérebro (Kumar, Connors e Farber, 2018). 
 Células T CD4+ são denominadas células T auxiliares (T helper cells) devido 
a sua capacidade em aumentar e aprimorar a resposta imune de outras 
subpopulações celulares. As respostas mais bem caracterizadas das células T CD4+ 
são as do tipo Th1 e Th2. A resposta Th1 é caracterizada como pró-inflamatória 
mediada por citocinas e quimiocinas como IFN-y, TNF-α e MCP-1. Devido ao perfil 
de citocinas e as interações exercidas por essas células, esse tipo de resposta 
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exerce uma atividade antitumoral, aumentando a expansão e resposta citotóxica das 
células T CD8+ por promover a interação destas com células apresentadoras de 
antígeno. A resposta induzida por células Th1 também recruta células NKs e 
macrófagos M1 para o microambiente tumoral, além de participar da manutenção da 
polarização M1 dos macrófagos devido a produção de IFN-y. A resposta Th2 
inicialmente apresenta atividade antitumoral, recrutando macrófagos para o 
microambiente tumoral, porém, em vários tipos de câncer, nota-se um aumento da 
população Th2 em relação à Th1 ao longo do desenvolvimento tumoral. Nesta etapa 
da progressão, as citocinas (como IL-4, IL-10 e IL-12) liberadas na resposta Th2 
induzem imunossupressão, promovendo o recrutamento e a polarização de 
macrófagos para o fenótipo M2. As citocinas IL-10 e TGF-β, produzidas na resposta 
Th2, também estão envolvidas na indução de células T regulatórias permitindo que 
estas inibam a atividade de células NK, T CD8+ e macrófagos M1. Células Th2 
também induzem um aumento da produção de sinais pró-angiogênicos liberados por 
outras células presentes no microambiente tumoral, como os CAFs (Burkholder et 
al., 2014; Kim e Cantor, 2014). Outra população de células T CD4+ são os linfóticos 
T regulatórios (Treg), que apresentam alta expressão de CD25 e são responsáveis 
pela regulação da resposta imune e manutenção da tolerância imunológica. Tregs 
são capazes de inibir a atividade de células T CD4, CD8, NKs, células dendríticas e 
macrófagos. Dado suas características imunossupressoras, Tregs fazem parte do 
processo de evasão imunológica de tumores, constituindo o infiltrado de células T no 
microambiente tumoral. Entre outras atividades, Tregs presentes no microambiente 
tumoral expressam grandes quantidades do antígeno 4 associado ao linfócito T 
citotóxico (CTLA-4), o qual inibe a atividade de células T CD8 citotóxicas (Chen et 
al., 2016). 
Células T CD8+ são denominadas células T citotóxicas, capazes de 
reconhecer antígenos de patógenos intracelulares e antígenos tumorais expostos 
em MHC I. Uma vez ativadas por células apresentadoras de antígenos e por sinais 
estimulatórios advindos de células T CD4+, os linfócitos T CD8+ migram para o 
ambiente tumoral, produzindo citocinas pró-inflamatórias com o potencial de induzir 
a morte celular tanto via liberação de granzimas como por desencadear apoptose 
dependente de Fas/FasL. A presença de um maior infiltrado de células T CD8+ no 
microambiente tumoral esta relacionada com um melhor prognóstico em vários tipos 
de câncer, porém diferentes mecanismos intratumorais tendem a promover a 
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diminuição da atividade dessas células, tais como a hipóxia, a presença de TGF-β e 
o aumento de expressão de ligantes inibitórios da atividade das células T CD8, como 
CD80 e CD86 - ligantes inibitórios de CTLA-4- e PD-L1 - ligante de PD-1 (Farhood, 
Najafi e Mortezaee, 2019; Maimela, Liu e Zhang, 2019). 
De forma similiar às células T CD4 regulatórias, linfócitos T CD8+ CD25+ 
apresentam atividades imunossupressoras. Elas produzem altos níveis de TGF-β e 
isso provoca redução da proliferação e da resposta do tipo Th1. Além disso, tais 
células aumentam a expressão de ligantes inibitórios dos receptores CTLA-4 e PD-1, 
reduzindo a ativação e atividade antitumoral de células T citotóxicas (Vieyra-Lobato 
et al., 2018).   
 
2.5.3 Células NK 
Células NK (natural killer) são uma subpopulação de linfócitos com um 
progenitor linfóide comum a linfócitos B e T na medula óssea, onde ocorre sua 
maturação. São encontradas na circulação sanguínea e em órgãos linfoides. Células 
NK atuam via citotoxicidade direta à células tumorais e àquelas acometidas por 
infecção viral, sem a necessidade de intermédio de apresentação de antígenos. Por 
não possuírem TCR, a ativação das células NK depende do balanço entre sinais 
estimulatórios e inibitórios, sendo controlada por um amplo número de receptores de 
superfície celular, os quais quando em contato com ligantes, inibem (como é o caso 
do receptor PD1), estimulam (como é o caso do receptor NKp46), ou ainda 
desempenham papel duplo, inibindo ou estimulando sua atividade citotóxica (como é 
o caso do receptor Ly49, que reconhece a presença de MHC próprio, inibindo a 
célula NK, porém também pode detectar a ausência da expressão de MHC, 
estimulando a célula NK). Uma vez ativadas, células NK liberam grânulos contendo 
perforina e granzima B na interface de interação com a célula alvo, induzindo a 
formação de poros na membrana plasmática e a apoptose da célula alvo, por vias 
dependentes e independentes de caspase, respectivamente. Além disso, células NK 
liberam citocinas pró-inflamatórias como IFN-y (Abel et al., 2018; Choucair et al., 
2019). 
Apesar da grande capacidade de eliminação de células tumorais por células 
NKs, a função destas é altamente inibida no microambiente tumoral, diminuindo sua 
capacidade de infiltração e citotoxicidade. Dentro do tumor, heparanases clivam 
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proteoglicanos de heparam sulfato presentes na membrana celular, potencialmente 
impactando o reconhecimento dessas células por células NK. O aumento da 
sialilação em células tumorais é reconhecido por células NK, resultando em inibição 
de sua atividade. Galectinas, como a galectina 3, superexpressa em diversos 
tumores, como o melanoma, diminuem a capacidade citotóxica das células NK. Por 
outro lado, células NK apresentam uma grande capacidade de eliminação de células 
metastáticas. A atividade de metaloproteinases no microambiente tumoral promove 
a clivagem de vários receptores, como o MIC, que sinaliza o estresse celular e que 
poderia ser reconhecido por células NK, ativando-a (Rossi, Trindade e Souza-
Fonseca-Guimaraes, 2020). Além disso, a transição epitélio-mesenquimal, a qual 
induz o aumento de expressão de ligantes de NKG2D, como o MIC, leva à perda de 
receptores inibitórios de células NK, como o NKIR (López-Soto et al., 2017). 
Devido ao promissor papel das células NK no câncer, diferentes estudos pré-
clinicos, clínicos e tratamentos aprovados visando ampliar a atividade destas células 
vêm sendo realizados e empregados (Hu et al., 2019). Esses ensaios abordam 
diferentes dinâmicas da biologia das células NK, como por exemplo, usando 
anticorpos contra o receptor inibitório NKIR (Benson et al., 2011), impedindo a 
clivagem proteolítica dos receptores MIC (Andrade, De et al., 2018) e o uso de 
citocinas estimulatórias, como IL-2 e IL-15 (Vacchelli et al., 2016). 
 
2.6 Tratamentos contra o câncer e o melanoma 
Apesar de ainda figurar como uma das maiores causas de mortes no mundo, 
os últimos anos foram de grandes avanços no combate ao câncer, graças ao 
diagnóstico precoce, a ampliação ao acesso a centros médicos e ao 
desenvolvimento de novas terapias. Até meados do ano de 1900, a remoção 
cirúrgica e a cauterização dos tumores primários eram as únicas opções de 
intervenção. O surgimento da radioterapia em 1920 e da quimioterapia em 1940 
representou um grande salto no tratamento de tumores. Por fim, nos últimos 40 
anos, as terapias alvo e mais recentemente a imunoterapia representam grandes 
revoluções no combate a vários tipos de cânceres (Falzone, Salomone e Libra, 
2018).   
A remoção cirúrgica continua sendo a primeira ação no combate a tumores 
primários sólidos, e o advento da radioterapia e da quimioterapia permitiu um uso 
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mais conservador e menos invasivo dessa forma de intervenção, obtendo-se 
resultados promissores através de tratamentos complementares envolvendo essas 
três técnicas para várias formas de manifestação do câncer. Além da quimioterapia, 
como previamente citado, outras terapias sistêmicas – terapia alvo, terapia 
hormonal, imunoterapia e transferência celular - têm sido amplamente empregadas, 
mas seu sucesso ainda é condicionado a um painel genético favorável, não sendo 
efetivo para todos os tipos de câncer e nem mesmo para todos os pacientes com o 
mesmo tipo de patologia. Além disso, a identificação de marcadores moleculares 
indicativos de prognósticos para determinados tipos de câncer têm sido amplamente 
usada, bem como o conhecimento de genes de risco e a identificação dos mesmos 
em pacientes com predisposição hereditária, permitindo o acompanhamento, 
diagnóstico precoce e tratamentos individualizados (Burstein et al., 2017; Miller et 
al., 2019; Urruticoechea et al., 2010). 
O desenvolvimento de quimioterápicos teve início em 1942, quando 
componentes do gás mostarda foram testados no tratamento de um paciente com 
linfoma do tipo não Hodgkin. Em 1965, a Food and Drug Administration (FDA) 
aprovou o primeiro quimioterápico, a ciclofosfamida. Esses compostos e vários 
outros quimioterápicos baseiam-se em alquilantes de DNA, capazes de causar 
danos ao material genético, levando as células a apoptose, sendo extremamente 
pouco seletivos em seu alvo (Chabner e Roberts, 2005) e, consequentemente, 
causando muitos efeitos colaterais. 
A primeira terapia alvo aprovada pela FDA foi o tamoxifeno para o tratamento 
de câncer de mama, em 1977, consistindo em um antagonista do receptor de 
estrogênio, impedindo assim a ligação entre este hormônio e seu receptor (Yan, 
Rosen e Arteaga, 2011). Terapias alvo consistem de pequenas moléculas sintéticas 
ou anticorpos monoclonais administrados de forma sistêmica ou inoculados no 
tumor. Estes componentes têm a capacidade de interagirem com ligantes 
específicos ou receptores, interferirindo com vias de sinalização sabidamente 
alteradas para determinados tipos de câncer (Gerber, 2008). 
Imunoterapias, por sua vez, baseiam-se no uso dos princípios da vigilância 
imunológica e imunoedição como ferrametas contra o câncer, empregando para isso 
citocinas e quimiocinas, explorando os pontos de checagem do sistema imune e 
aprimorando as capacidades das subpoplações imunológicas em reconhecerem e 
eliminarem células tumorais. Apesar de uma forma rudimentar, a imunoterapia teve 
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seus primeiros usos como tratamento contra o câncer em 1891, quando William 
Coley tratou seus pacientes acometidos com câncer usando misturas ativas e 
inativas de Streptococcus pyogenes, estimulando o sistema imune de forma 
generalizada. O longo período de incertezas sobre o papel do sistema imune no 
câncer postergou o surgimento de tratamentos comerciais empregando a 
imunoterapia, sendo que o primeiro – o uso da citocina interferon α2 no tratamento 
de leucemia de células pilosas - foi aprovado apenas em 1986 (Dobosz e 
Dzieciątkowski, 2019; Eno, 2017). 
O tratamento do câncer torna-se mais difícil e unicamente paliativo quando 
surgem focos metastáticos, ponto em que os avanços científicos não têm gerado 
grandes ganhos de sobrevida. Células capazes de invadir e colonizar outros tecidos 
apresentam o maior grau de modificações genéticas entre as células malignizadas, e 
essa heterogeneidade pode ser um ponto de resistência ao tratamento. Outra 
dificuldade reside no mecanismo de dormência habilitado por células metastáticas: 
uma célula metastática em dormência pode gerar recorrências anos após o 
aparecimento do tumor primário, e esse mecanismo continua fora do alcance das 
terapias atuais (Steeg, 2016). 
O tratamento do melanoma baseia-se no estágio de desenvolvimento da 
patologia. Em casos de suspeita de melanoma primário, baseado nas observações 
do previamente citado “ABCDE” do melanoma, bem como no levantamento de riscos 
associados ao desenvolvimento da doença (idade avançada, histórico familiar de 
patologias da pele, presença de múltiplos nevi, histórico de exposição ao Sol e uso 
de bronzeamento artificial) realiza-se a biópsia do nevus. Durante o procedimento, 
observa-se a escala de Breslow, que determina a profundidade da pele invadida 
pela lesão. Com base nessa escala, remove-se juntamente com o nevus uma borda 
de segurança ao redor do mesmo, a qual vai de 0.5 cm para melanoma in situ 
(apenas na epiderme) a até 2 cm para lesões mais profundas do que 1 cm. Através 
da histologia desta biópsia, juntamente com diagnósticos de imagem, análises de 
biomarcadores sanguíneos e, em casos de suspeita de progressão da doença, 
análise de linfonodos próximos da lesão, aplicam-se classificações de estagiamento, 
denominadas TNM: T de tumor, referente a escala de Breslow para o tumor primário; 
N de linfonodo (advindo de lymph Node em inglês) que vai determinar a presença ou 
ausência de tumor nos linfonodos próximos, bem como a quantidade de focus 
detectados; e M de metástase, distinguindo a presença ou ausência e se possível a 
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localização da mesma. Baseado nas classificações TNM, obtém-se um estágio 
clínico da doença, representado pelos números romanos de I a IV e por subdivisões 
indicadas por letras. Nos estágios I e II enquadram-se melanomas que não foram 
detectados em linfonodos próximos. O estágio III indica melanomas primários com 
presença de focos em 1 ou mais linfonodos próximos. O estágio IV representa 
melanomas que metastizaram para tecidos e órgãos distantes. Pacientes com 
melanoma em estágio I passíveis de remoção cirurgica fazem este procedimento 
sem a necessidade de terapias adicionais, devendo ser monitorados posteriormente 
para detecção de recorrência (prática adotada em todos os estágios do melanoma). 
Pacientes com tumores que não podem ser removidos ou não totalmente removidos 
nos estágios I e II são indicados ao uso de radioterapia. A partir do estágio III, as 
terapias sistêmicas devem ser empregadas em combinação, como as terapias alvo e 
a imunoterapia, tendo como base o perfil genético do tumor (Hartman e Lin, 2019; 
Michielin et al., 2019).  
Em média mais de 97% dos pacientes diagnosticados com melanoma em 
estágio I sobrevivem mais de 5 anos. Mais de 82% dos pacientes diagnosticados no 
estágio II sobrevivem mais de 5 anos. No estágio III, as taxas de sobrevida variam 
significativamente de acordo com a classificação TNM: mais de 93% dos pacientes 
em estágio IIIA vivem mais de 5 anos, enquanto apenas 32% daqueles 
diagnosticados como IIID sobrevivem esse período. O melanoma metastático, 
referente ao estágio IV, diminui drasticamente as taxas de sobrevida: 62% dos 
pacientes com metástases em pontos distantes da pele e/ou linfonodos 
(classificação M1a) apresentam sobrevida de um ano, contra apenas 33% dos 
pacientes com metástase em órgãos vitais (Hartman e Lin, 2019). O quadro 
metastático de melanoma ainda carrega outro grande risco: melanoma metastático é 
um dos tipos de câncer com maior probabilidade de desenvolvimento de metástases 
cerebrais, sendo que a maior parte dos pacientes nesse estágio da doença irá 
desenvolver essa complicação. Pacientes com esse quadro apresentam tempo 
médio de sobrevida menor do que 6 meses (Cohen et al., 2016; Zhang et al., 2019). 
A tendência de diminuição de sobrevida ao longo dos estágios do melanoma 
é semelhante no Brasil. Em uma análise com dados de 1848 pacientes, a taxa de 
sobrevida de 5 anos foi de 92.4% para melanomas no estágio I, 69.5% para estágio 
II, 53.5% para estágio III e 22% para o estágio IV. Apenas 20% dos pacientes 
tratados unicamente com dacarbazina tiveram uma sobrevida de 5 anos, contra 
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34.2% naqueles que receberam tratamento conjunto com imunoterapia ou terapia 
alvo (Costa et al., 2019). Em um estudo com análise dos tratamentos indicados para 
pacientes com melanoma em um hospital da rede pública no Brasil, 98% dos 
pacientes tiveram como primeira linha de tratamento um composto minimamente 
eficaz, como a dacarbazina, classificado desta forma devido a sua taxa de resposta 
menor do que 10% e ausência de impacto significativo na taxa de sobrevida e no 
tempo de progressão livre da doença (Kaliks et al., 2019). 
Desde 1974 a Dacarbazina (Dtic), um alquilante de DNA, é o quimioterápico 
de escolha no tratamento do melanoma metastático (Domingues et al., 2018). Ao 
longo dos anos, diferentes ensaios clínicos mostraram a Dtic como um 
quimioterápico equivalente a outros que foram desenvolvidos, como a 
temozolomida, assim como também demonstram a baixa taxa de resposta a Dtic, 
com uma média de sobrevida de 6 a 9 meses, e uma taxa de sobrevida de 5 anos 
de apenas 6% dos pacientes. Devido à falta de seletividade, muitos efeitos colaterais 
são relatados com o uso da Dtic, como leucopenia (redução de leucóticos no 
sangue), trombocitopenia (redução de plaquetas), vômitos, fadiga, dores nas 
articulações, febre, danos hepáticos e renais (Eggermont e Kirkwood, 2004; Kim et 
al., 2010; Teimouri, Nikfar e Abdollahi, 2013). 
Entre as terapias alvo aprovadas para o tratamento do melanoma metastático 
estão os inibidores de BRAF – vemurafenib, dabrafenib e encorafenib – e os 
inibidores de MEK – trametinib, cobimetinib e binimetinib (Domingues et al., 2018). 
Os genes BRAF e MEK codificam proteínas da via de sinalização de proteínas 
quinase ativadas por mitógenos (MAPK; consistindo da via RAS => BRAF => 
MEK1/2 => ERK), que são associadas com sinais de proliferação e crescimento 
celular. Aproximadamente 70% dos melanomas apresentam mutações nessa via. A 
mutação V600E no gene BRAF é a mais comum no melanoma, representando um 
ganho de função, no qual o gene passa a ser constitutivamente ativo. A combinação 
de inibidores de BRAF e MEK aumenta a sobrevida de pacientes em 10 a 14 meses 
em média. Entre os pontos negativos do uso dessas terapias alvo no tratamento de 
melanoma metasático, estão o desenvolvimento de resistência, através de 
reativação e mutações na via de sinalização MAPK em outras etapas da mesma; a 
limitação no uso dessas intervenções, devido ao perfil genético do tumor; e aos 
efeitos colaterais, sendo os mais comuns a fadiga, doenças de pele, redução da 
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função renal, náusea, diarréia, febre e dores nas articulações (Heo et al., 2016; 
Lorentzen, 2019; Yu et al., 2019). 
Os inibidores dos pontos de checagem do sistema imune anti-CTLA-4 (nome 
comercial ipilimumab) e anti-PD-1 (nivolumab e pembrolizumab) são as principais 
imunoterapias aprovadas pelo FDA para tratamento do melanoma. O receptor 
CTLA-4 é expresso em células T CD4+ e em células T CD8+ em resposta a 
interação do TCR destas com MHC. No câncer (e no melanoma) a interação TCR 
com MHC ocorre principalmente nos linfonodos e parcialmente no microambiente 
tumoral durante a apresentação de antígenos tumorais por uma APC para uma 
célula T virgem. CTLA-4 é estruturalmente semelhante ao receptor CD28 (também 
expresso nessas células), mas sua atividade é oposta: enquanto a ligação entre 
CD28 e seus ligantes CD80 (B7-1) e CD86 (B7-2) envia sinais de proliferação e 
ativação, a ligação entre CTLA-4 e esses mesmos ligantes (a qual possui 
significativamente maior avidez) induz a aproximação ao limite de ativação da célula 
T, diminuindo sua atividade e induzindo exaustão celular, sendo um importante 
mecanismo de atenuação da resposta imunológica. O anticorpo monoclonal anti-
CTLA-4 liga-se em seu receptor, impedindo a ligação entre CTLA-4 e B7, permitindo 
assim a interação CD28 e B7. Desta forma, os inibidores dos pontos de checagem 
resultam em diminuição do envio de sinais inibitórios para as células T, permitindo 
maior ativação e proliferação destas durante a apresentação de neoantigenos 
tumorais por APCs, sendo este o principal mecanismo de ação deste tipo de 
imunoterapia elucidado até o momento (Buchbinder e Desai, 2016; Wei, Duffy e 
Allison, 2018; Wolchok e Saenger, 2008). 
O receptor PD-1 é expresso em células T CD4+ e células T CD8+ em 
resposta a citocinas inflamatórias e ao estímulo proveniente da interação entre TCR 
e MHC, permanecendo exposto na superfície celular dessas células quando no 
estado de exaustão. Seus ligantes – PD-L1 e PD-L2 – são expressos em tecidos 
não linfóides e APCs – participando assim da atenuação da resposta imunológica – 
e super expressos em alguns tumores e em TAMs, como o melanoma, participando 
da evasão imunológica. O anticorpo monoclonal anti-PD-1 tem seu mecanismo 
antitumoral associado principalmente com a atividade efetora das células T CD8+ no 
microambiente tumoral, impedindo a ligação aos receptores inibitórios e ao mesmo 
tempo recuperando a atividade de células T exaustas (ou seja, com diminuida 
capacidade de secreção de citocinas e aumento da quantidade de receptor 
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inibitórios) infiltradas no tumor (Buchbinder e Desai, 2016; Wei, Duffy e Allison, 
2018). 
Diferentes ensaios clínicos já demonstram o aumento do tempo de sobrevida 
de pacientes com melanoma metastático tratados com imunoterápicos como 
monoterapia ou em combinação com outros imunoterápicos ou outros tratamentos. 
O tratamento com ipilimumab e dacarbazina gerou sobrevida de 11,2 meses, 
comparado a 9,2 meses para o grupo que recebeu apenas dacarbazina (Rogiers et 
al., 2019). Em outros estudo com acompanhamento de longo tempo de sobrevida, 
18,2% dos pacientes tratados com ipilimumab e dacarbazina sobreviveram 5 anos 
ou mais, contra apenas 8,8% dos pacientes que receberam dacarbazina mais 
placebo (Maio et al., 2015). A combinação dos imunoterápicos nivolumab e 
ipilimumab também apresenta maior sobrevida do que a monoterapia: 52% dos 
pacientes com melanoma metastático que receberam ambos imunoterápicos 
sobreviveram 5 anos ou mais, contra 44% dos que receberam apenas nivolumab e 
26% dos que receberam apenas ipilimumab (Larkin et al., 2019). 
Apesar dos grandes avanços na sobrevida dos pacientes, as imunoterapias 
também apresentam pontos negativos. Em todos os ensaios clínicos previamente 
citados para imunoterápicos, efeitos colaterais leves, medianos e severos são 
detectados, como lesões na pele, danos renais e hepáticos e o desenvolvimento de 
doenças autoimunes. Além disso, a eficácia desses tratamentos é dependente da 
genética tumoral e sua relação com a imunogenicidade: tumores com maior taxa de 
mutações são mais imunogênicos, sendo mais afetados pelos imunoterápicos; 
pacientes com tumores que apresentam maior infiltrado de linfócitos T respondem 
melhor aos tratamentos (Seidel, Otsuka e Kabashima, 2018).  
Os avanços recentes no tratamento de melanoma metastático são 
significativos, mas o estágio metastático continua sendo um grande desafio clínico. 
Os efeitos colaterais de todas as terapias disponíveis diminuem drasticamente a 
qualidade de vida dos pacientes, podendo até mesmo ser motivo de abandono e 
desistência do tratamento. O perfil genético do tumor e sua consequência em 
heterogeneidade e imunogenicidade torna os medicamentos mais modernos 
inefetivos para parte dos pacientes, e quando funcionam há a possibilidade de 
desenvolvimento de resistência aos mesmos (Kroschinsky et al., 2017; Melis et al., 
2017). Por fim, os avanços na descoberta de novas drogas acarretam altos custos 
nos fármacos desenvolvidos, gerando dúvidas de como os pacientes e os sistemas 
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de saúde serão capazes de arcar com essas despesas, além das grandes 
disparidades nos tratamentos adotados por aqueles que podem e aqueles que não 
podem pagar. Em um estudo feito com valores de 2017 para o tratamento de 
melanoma metastático nos Estados Unidos, o custo total do tratamento com 
dacarbazina foi de em média, US$ 7013,00, enquanto que a associação entre 
dabrafenib e trametinib custava em média, US$ 207338,00 (Gorry, McCullagh e 
Barry, 2020).  
Com base nesses desafios, a busca de novos compostos que possam auxiliar 
no combate ao melanoma metastático, apresentando menores toxicidades e menor 
custo é de grande interesse. 
Uma das possibilidades de novas moléculas são compostos obtidos de fontes 
naturais. A medicina tradicional empregando produtos naturais remonta a tempos 
pré-históricos. Ao longo de milhares de anos a evolução originou organismos com 
uma gigantesca diversidade química de biomoléculas, as quais têm originado 
medicamentos para os mais diversos tipos de doenças, incluindo compostos 
aprovados por agência regulatórias ao redor do mundo como tratamento de escolha 
(Yuan et al., 2016). Entre essas novas biomoléculas, há um extenso relato na 
literatura do papel dos polissacarídeos obtidos de diferentes organismos, com 
muitos deles apresentando inúmeras atividades antitumorais (Zong, Cao e Wang, 
2012).  
 
2.7 Polissacarídeos de fontes naturais e suas atividades farmacológicas e 
antitumorais 
Polissacarídeos são macromoléculas de origem natural formadas por 
resíduos de monossacarídeos unidos por ligações glicosídicas. Essas estruturas 
podem ser lineares ou ramificadas, compostas por apenas um tipo de 
monossacarídeo (homopolissacarídeos) ou mais de um tipo (heteropolissacarídeos) 
e apresentar diferentes graus de sulfatação e ou de outros radicais. São 
encontrados principalmente como compostos estruturais, como a celulose na parede 
celular, e como reservatórios energéticos, como o amido e o glicogênio. Devido a 
sua enorme variedade de estruturas, uma grande diversidade de atividades 
biológicas já foi descrita para esses compostos, como atividades anti-virais, anti-
oxidantes, pró e anti-inflamatórias, anticoagulantes, imunomoduladoras e 
antitumorais (Bajpai et al., 2014; Yu et al., 2018). 
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A primeira evidência de uso de polissacarídeos no tratamento do câncer 
coincide com os primeiros passos da imunoterapia: quando William Coley há mais 
de 100 anos tratava pacientes com extratos de Streptococcus pyogenes, induzindo 
uma resposta imunomoduladora antitumoral, parte dos tratamentos era composto de 
polissacarídeos. Na descrição destes experimentos, Nauts relata outros 
experimentos iniciais sendo desenvolvidos com esse tipo de composto (Nauts, Swift 
e Coley, 1946; Zhang et al., 2007). Desde então o campo do estudo das atividades 
antitumorais desses compostos cresceu rapidamente, e atualmente diversas 
modulações em linhagens tumorais in vitro e in vivo são reportadas para 
polissacarídeos de diferentes fontes, como citotoxicidade seletiva, diminuição da 
proliferação e arrasto do ciclo celular, redução da migração e invasão, e redução do 
crescimento de tumores sólidos e tumores de metástase experimental (Khan et al., 
2019). A Tabela 1 apresenta alguns exemplos de atividades in vitro e in vivo de 























Tabela 1: Atividades in vitro e in vivo de polissacarídeos em modelos tumorais. 


















Concentrações de 1 a 256 
μg/mL; doses de 100, 200 e 
400 mg/Kg via gavagem, 
diário, 13 dias de 
tratamento; início no 5º dia 
após inoculação. 
Ausência de 
citotoxicidade in vitro; 
diminuição do volume 
tumoral; aumento de 







et al, 2016 
Lentinan β (1-
3) D-glucose 
HT-29 (in vitro e 
in vivo). Tumor 
sólido de HT-29 
em BALBc-nude 
Concentrações de 12.5 a 
1600 μg/mL; Doses de 0.2, 
1 e 5 mg/Kg via intracaudal 
dia sim/dia não por 21 dias; 
início no 2º dia após a 
inoculação.  
Indução à apoptose via 
Caspase-3; diminuição 
do volume tumoral; 
aumento da produção 
de ROS e TNF-α (in 




et al, 2015 
Fucana 
sulfatada 
B16-F10 (in vitro 





Concentrações de 10, 100 e 
1000 μg/mL; dose de 
25mg/Kg via subcutânea; 
diário, do dia 1º ao 10º 
Diminuição de adesão, 
migração e invasão da 
linhagem B16-F10; 
diminuição do número 










Doses de 50, 100 e 
200mg/Kg via gavagem, 
diário durante 16 dias 
Diminuição do peso e 
volume tumoral; 
aumento de células T 
CD4+ e CD8 + 
Tarphochlamys 
affinis(vegetal); 








Doses de 70, 140 e 
280mg/Kg via gavagem, por 
10 dias (diário ou dia sim/dia 
não) 
Diminuição do volume e 
peso tumoral; 
proliferação de células 
do sistema imune 
provenientes do baço e 
do timo; aumento de IL-









tumoral) e NK92 
Concentração de 5 a 1000 
μg/mL 
Aumento da 
proliferação de células 
NK, expressão de 
granzima-B, IFN-y, 
NKp30 e FasL; 
aumento da 
citotoxiciade das 














50, 100 e 200mg/Kg, 
gavagem, diário a partir do 
segundo dia de inoculação 
das células tumorais, por 20 
dias 
Diminuição do peso e 
volume tumoral; 
diminuição de células 
CD8+ e aumento de 
células CD4+; aumento 
de IL-2 e IFN-y no soro 
dos camundongos; 
aumento da atividade 
de células NK. 
Fonte: próprio autor (2020). 
A relevância da atividade antitumoral de polissacarídeos é também expressa 
em ensaios clínicos. Em uma busca no banco de dados “Clinical Trials”, do National 
Health Institute (NIH) dos Estados Unidos, empregando os termos “cancer” e 
“polysaccharide”, 22 ensaios clínicos com polissacarídeos de origem natural são 
encontrados. Entre estes, câncer de próstata, mama, esôfago e colorretal são 
algumas das manifestações clínicas estudadas, avaliando atividades antitumorais 
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diretamente exercidas nos tumores, além de atividades imunomoduladoras, 
adjuvantes de quimioterápicos e como suplementos para melhorar o estado de 
saúde geral de pacientes em tratamento (Clinical Trials, 2020). 
Dados recentes de nosso grupo de pesquisas (Laboratório de Estudos de 
Polissacarídeos Sulfatados e Laboratório de Estudos de Células Inflamatórias e 
Neoplásicas, UFPR) também apontam para promissoras modulações celulares em 
linhagens malignizadas quando tratadas com polissacarídeos extraídos de fontes 
naturais. Santi e colaboradores mostraram um polissacarídeo rico em fucose 
extraído da alga Spatoglossum schoederi que diminuiu a capacidade invasiva da 
linhagem B16-F10 em concentrações não citotóxicas (Santi). Biscaia e 
colaboradores (2017) mostraram que uma manogalactana extraída do cogumelo 
Pleorotus eryngii foi capaz de diminuir a capacidade invasiva da linhagem B16-F10, 
sem gerar citotoxidade ou indução a apoptose. Em estudos in vivo, o composto 
mostrou-se capaz de diminuir o crescimento de tumores induzidos pela linhagem 
B16-F10 em camundongos C57Bl/6 (Biscaia et al., 2017), sem apresentar efeitos 
colaterais aparentes. Bellan e colaboradores (2020) descrevem uma 
heteroramnana sulfatada obtida da alga verde Gayralia brasiliensis não citotóxica 
para a linhagem C57Bl/6 capaz de reduzir a migração e a invasão celular, além de 
aumentar a marcação de CD44 (associado a localização e atividade de 
metaloproteinases) (Bellan, Mazepa, E, et al., 2020).  
O presente trabalho buscou investigar o possível efeito antitumoral de um 
polissacarídeo, utilizando uma homogalactana sulfatada obtida da alga verde 
marinha Codium isthmoculadum. Vale salientar que devido a grande complexidade 
de nichos gerados no ambiente marinho este é uma das maiores fontes de 
biomoléculas únicas com potencial farmacológico, sendo grande parte dessas 
produzidas por algas (Hamed et al., 2015). Algas marinhas possuem uma grande 
diversidade de espécies e apresentam distribuição global, sendo de grande 
importância econômica e industrial graças a seus metabólitos secundários 
(Buschmann et al., 2017; Pereira, 2018). 
Uma classe de compostos no ambiente marinho de especial interesse são os 
polissacarídeos sulfatados, encontrados muito mais abundantemente nesse 
ecossistema do que no ambiente terrestre, devido a alta concentração de ions 
sulfato nos mares e oceanos e a presença de sulfatases pelas algas (Helbert, 2017). 
Esses polissacarídeos possuem atividades biológicas que já foram demonstradas 
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para diferentes patologias humanas, como doenças cardiovasculares – agindo como 
anticoagulantes, antitrombóticos e anti-hipertensivos (Zaporozhets e Besednova, 
2016), atuando como imunomoduladores (pela ativação de linfócitos e macrófagos) 
exercendo atividades pró e anti-inflamatórias inclusive em modelos tumorais 
(Manlusoc et al., 2019; Yu et al., 2018), e diretamente modulando características 
malignizadas de células tumorais – reduzindo angiogênese, invasão e a progressão 
tumoral (Alves et al., 2018). 
Os efeitos gerados em linhagens tumorais em resposta a polissacarídeos 
extraídos de algas são variados. Estudos mostram que esses compostos podem 
induzir a apoptose celular através da fosforilação e consequente ativação de 
quinases reguladas por sinal extracelular (ERK 1/2) e c-jun N-terminal quinases 
(JNK), além de liberação do citocromo C no ambiente citosólico, em linhagens 
celulares de leucemia (Jin et al., 2010); outro estudo demonstra atividades 
imunomodulatórias, gerando aumento de proliferação de células do sistema imune e 
maior atividade de macrófagos, em um modelo in vivo de carcinoma hepatocelular 
(Fan et al., 2012); em ensaios in vitro empregando dois compostos sulfatados 
extraídos das algas Sargassum henslowianum C. Agardh e Fucus vesiculosus, Ale e 
colaboradores evidenciaram uma diminuição dose dependente na proliferação 
celular da linhagem B16-F10 tratada com esses compostos, além de indução da 
apoptose, provavelmente associada ao aumento da atividade da caspase 3, o qual 
também foi verificado no estudo (Ale et al., 2011). 
Entre os polissacarídeos obtidos de algas marinhas, um grupo relevante é o 
de galactanas sulfatadas. Estas são um dos homopolissacarídeos sulfatados mais 
estudados, encontrados principalmente em algas vermelhas, verdes e marrons, 
sendo que normalmente apresentam grande massa molecular (60 a 100 kda), são 
obtidas exclusivamente de organismos marinhos, apresentam grande carga 
eletronegativa, o que favorece interações moleculares, além de apresentarem 
grande especificidade com proteínas (Pomin, 2010). Entre as atividades biológicas 
descritas para esses compostos, estão a ação anticoagulante, antitrombótica, 
antioxidante, anti e pró-inflamatória, imunomodulatória e antitumoral – induzindo 
apoptose celular, aumentando o infiltrado de células imunes no tumor e reduzindo a 
angiogênese e a progressão tumoral (Liu et al., 2019). 
Galactanas sulfatadas obtidas de espécies de algas verdes do gênero 
Codium apresentam atividades biológicas já descritas na literatura, como a 
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atividade anticoagulante (espécie Codium divaricatum) (Li et al., 2015), a ativação 
de macrófagos via produção de óxido nítrico e citocinas (espécie Codium fragile) 
(Lee et al., 2010), e a proteção a danos teciduais em rins e fígado de camundongos 
alimentados com uma dieta rica em gorduras (espécie Codium fragile) (Kolsi et al., 
2017).  
Compartilhando características estruturais aos compostos já citados, a alga 
verde Codium isthmocladum biosintetiza uma homogalactana altamente sulfatada 
composta majoritariamente de β-D-galactopiranose 3-O-ligado e unidades 4-O-
sulfatadas, com massa molecular aproximada de 14 kDa. Espécimes dessa alga 
foram coletadas na costa de Natal, no Rio Grande do Norte, e esse polissacarídeo 
foi extraído e caracterizado para utilização no presente trabalho (Farias et al., 2008). 
Para referências futuras, esse composto passará a ser denominado CI. 
Em um estudo prévio empregando o polissacarídeo CI, Costa e 
colaboradores (2010) testaram e compararam a atividade de diferentes compostos 
obtidos de espécies de alga marinha quanto a sua atividade anticoagulante, 
antioxidante e citotóxica. O composto CI apresentou atividade anticoagulante na 
concentração de 0.01 mg/100 μL de plasma, como evidenciado pelo teste de tempo 
de tromboplastina parcial ativada (APTT), e induziu diminuição da viabilidade 
celular de forma concentração dependente (de 10 μg/ml a 2000 μg/ml; diminuições 
de aproximadamente 20% e 40%, respectivamente) na linhagem HeLa (Costa et 
al., 2010). 
Empregando o composto CI na linhagem B16-F10, Bellan (2016) mostrou 
uma diminuição na captação do corante Vermelho Neutro, a qual foi dose 
dependente (concentrações de 1, 10, 100 e 1000 μg/ml, 72h) mas não superior a 
valores que indicam citotoxicidade celular (International Organization for 
Standardization, 2009), sem indução a apoptose na concentração de 100 μg/mL 
(escolhida para avaliação de modulação de fenótipos malignizados), como 
mostrado pelo ensaio de Rhodamina 123 e Anexina V/7AAD. Nas mesmas 
condições experimentais, o composto CI não diminuiu a densidade celular da 
linhagem B16-F10 (ensaio de Cristal Violeta, concentrações de 1, 10, 100 e 1000 
μg/ml, 72h) e não alterou o perfil do ciclo celular (ensaio com o kit PI/RNAse, 
concentrações de 10 e 100 μg/ml, 72h). Porém de forma promissora, o composto 
CI diminuiu significativamente a formação de colônias das células B16-F10 na 
concentração de 100 μg/ml, em 72h de tratamento. O polissacarídeo CI também 
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induziu efeitos promissores na linhagem de macrófagos RAW 264.7. Em 72h de 
tratamento na concentração de 100 μg/ml, a marcação positiva de CD54 e a 
produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) foram aumentadas (Bellan, D.  
L., 2016). Os principais efeitos do composto CI podem ser visualizados na figura 
abaixo (Figura 8). 
 
FIGURA 8 – ATIVIDADES JÁ OBSERVADAS DO POLISSACARÍDEO CI: Estudos prévios nas 
linhagens B16-F10 e RAW 264.7 demonstraram atividades biológicas induzidas pelo composto CI. (A) 
Captação de Vermelho Neutro. (B) Redução de MTT. (C) Anexina V + 7AAD. (D) Densidade Celular. 
(E) Ciclo celular. (F) Formação de colônias. (A-F) Linhagem de melanoma murino B16-F10. (G) 
Produção de ROS. (H) Marcação de CD54. (G-H) Linhagem de macrófagos murinos RAW 264.7. 
 
Apesar das atividades já descritas para o composto CI, sua possível 
atividade antitumoral em modelos in vivo ainda não foi explorada. Além dos 
resultados prévios já citados, esse polissacarídeo apresenta outras características 
promissoras e interessantes: a alta quantidade de sulfatos em um polissacarídeo, 
característica do CI, está associada a uma maior atividade biológica (Patel, 2012); 
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maiores quantidades de sulfato também estão associadas com atividades 
imunomoduladoras, assim como uma relativa massa molecular baixa e a 
composição monossacarídica de galactanas (Ferreira et al., 2015); por fim, a alga 
verde Codium isthmocladum possui distribuição global, e outras espécies do 
gênero Codium possuem métodos de cultivo artificial já descritos (Hwang, Baek e 
Park, 2008; Oliveira-Carvalho et al., 2012), logo a descrição de atividades 
antitumorais e o possível interesse no cultivo dessa espécie no litoral da costa 
brasileira poderia vir a fomentar uma nova atividade econômica na região. 
Tendo em vista a necessidade da busca de novos tratamentos para o 
melanoma metastático, os promissores resultados in vitro encontrados empregando 
o polissacarídeo CI na linhagem B16-F10, sua similaridade estrutural com 
compostos que já demonstraram atividades antitumorais, suas particularidades - 
como o grau de sulfatação e menor massa molecular frente à maioria das 
galactanas já descritas – e o potencial de exploração e fomento do cultivo da alga 
na região norte da costa brasileira, o composto CI foi selecionado para a realização 
de estudos in vivo empregando modelos tumorais de melanoma no presente 
trabalho de doutorado. 
3. OBJETIVOS 
 
3.1 Objetivo geral 
Dado os resultados promissores in vitro previamente encontrados para a 
homogalactana sulfatada extraída da alga Codium isthmocladum, o presente 
trabalho de doutorado visa avaliar se este composto possui atividade antitumoral e 
antimetastática em modelos in vivo.  
 
3.2 Objetivos específicos 
 Avaliar o efeito do tratamento terapêutico in vivo com CI no modelo de 
tumor sólido induzido pela linhagem B16-F10; 
 Avaliar o efeito do pré-tratamento in vivo com CI no modelo de 
metástase experimental induzido pela linhagem B16-F10; 
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 Avaliar possíveis efeitos adversos causados pelo tratamento in vivo 
com CI através de parâmetros fisiológicos, bioquímicos e do 
hemograma dos camundongos; 
 Avaliar o efeito do pré-tratamento in vivo com CI no modelo de 
metástase experimental induzido pela linhagem MDA-MB-231; 
 Avaliar o efeito do tratamento in vitro com CI em dinâmicas 
malignizadas da linhagem B16-F10; 
 Avaliar o efeito imunomodulatório do tratamento in vivo com CI 
empregando imunofenotipagem e análise de atividades associadas a 
macrófagos e células NK. 
4. MATERIAIS E MÉTODOS 
 
4.1 Experimentos in vivo – certificados das Comissões de Ética no Uso de 
Animais (CEUA) 
Os experimentos in vivo descritos no presente trabalho foram desenvolvidos 
em três instituições diferentes, e todos os procedimentos empregados foram 
aprovados pelas respectivas CEUAs de cada uma delas: 
 Os ensaios realizados no Laboratório de Investigação de 
Polissacarídeos Sulfatados (LIPS), do Departamento de Biologia 
Celular, Universidade Federal do Paraná, foram aprovados pela CEUA-
BIO sob o processo 23075.147773/2016-56, certificado Nº 1025; 
 Os ensaios realizados em colaboração com o Professor Roger 
Chammas no Centro de Investigação Translacional em Oncologia, no 
Instituto do Câncer do Estado de São Paulo (ICESP), São Paulo, 
Brasil, foram aprovados na CEUA do instituto sob o processo 049/17; 
 Os experimentos desenvolvidos em colaboração com o Professor 
Robert J. Gillies, decorrente de estágio sanduíche PDSE/CAPES, nos 
laboratórios do Departamento de Imagem e Metabolismo do Câncer, 
no H. Lee Moffitt Cancer Center & Research Institute, Tampa, Flórida, 





4.2 Cultivo celular e animais 
Para os experimentos realizados no LIPS/UFPR, a linhagem de melanoma 
murino B16-F10 foi comprada do Banco de Células do Rio de Janeiro (Rio de 
Janeiro, Brasil). As células foram cultivas em garrafas de cultura de 25 e/ou 175 cm2 
(Sarstedt, Numbretch, Cat. 833910, Alemanha) com meio de cultivo Dulbecco’s 
Modified Eagle’s Medium (DMEM; Life Technologies, Cat. 12800-058, Bleiswijk, 
Netherlands), suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB; Life Technologies, 
Cat. 12657029, Bleiswijk, Holanda), 0.25 μg/mL de penicilina e 0.25 μg/mL de 
estreptomicina (Sigma, Cat. P3539, Estados Unidos). A linhagem de macrófagos 
murinos RAW 264.7 foi adquirida no Banco de Células do Rio de Janeiro, cultivadas 
em DMEM High Glucose (Thermo Fisher, Cat. E15009, Waltham, Estados Unidos) 
em garrafas de cultura de 25 cm2 (Sarstedt), suplementado com 20% de SFB 
(previamente inativado por 1h a 57ºC) e 0.25 μg/mL de penicilina e 0.25 μg/mL de 
estreptomicina. Ambas as linhagens foram mantidas em incubadora de CO2 
umidificada (Panasonic, Modelo MCO-170AICUVL-PA), a 37ºC. Os animais 
utilizados foram camundongos isogênicos da linhagem C57Bl/6, fêmeas ou machos 
(como especificado posteriormente em cada experimento) com idades entre 8 e 12 
semanas, com idades semelhantes entre si e peso médio de 25g, provenientes do 
biotério do Instituo Carlos Chagas, Curitiba, Paraná, Brasil. Os animais foram 
mantidos no Biotério do Setor de Ciências Biológicas, UFPR, e os experimentos 
foram conduzidos no LIPS/UFPR. 
Para os experimentos realizados no ICESP a linhagem de melanoma murino 
B16-F10 foi comprada do Banco de Células do Rio de Janeiro (Rio de Janeiro, 
Brasil). As células foram cultivas em garrafas de cultura de 25 e/ou 175 cm2 
(Corning, Cat. CLS430372, Estados Unidos) com meio de cultivo Dulbecco’s 
Modified Eagle’s Medium (DMEM; Life Technologies, Cat. 12800-058, Holanda), 
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB; Life Technologies, Cat. 
12657029, Holanda), 0.25 μg/mL de penicilina e 0.25 μg/mL de estreptomicina 
(Sigma, Cat. P3539, Estados Unidos). Os animais utilizados foram camundongos 
isogênicos da linhagem C57Bl/6, machos com idades entre 8 e 12 semanas, com 
idades semelhantes entre si e peso médio de 25g, provenientes do Biotério Central 
da Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo. Os animais foram 
mantidos no Centro de Medicina Nuclear, São Paulo, onde também foram 
conduzidos os experimentos. 
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Para os experimentos realizados no Moffitt empregando o modelo de 
metástase experimental de melanoma murino foi empregada a linhagem B16-F10-
luc-G5 (transfectada para expressão estável do gene da luciferase expresso a partir 
do promotor SV40) adquirida do banco de células da empresa Caliper LifeSciences 
(Hopkinton, Estados Unidos). As células foram cultivas em garrafas de cultura de 25 
e/ou 175 cm2 (Corning, Cat. CLS430372, Estados Unidos) com DMEM/F-12 (Gibco, 
Cat.11320-033, Estados Unidos), suplementado com 5% de soro fetal bovino (Life 
Technologies, Cat. 12657029, Holanda) e 1% de penicilina e estreptomicina (Sigma, 
Cat. P3539, Estados Unidos). As células foram mantidas em incubadora de CO2 
umidificada, a 37ºC. Os animais utilizados foram camundongos isogênicos da 
linhagem C57Bl/6, fêmeas com idades entre 8 e 12 semanas, com idades 
semelhantes entre si e peso médio de 25g, provenientes do biotério do Moffitt 
Cancer Center, local onde também foram conduzidos os experimentos. 
Para os experimentos realizados no Moffitt empregando o modelo de 
metástase experimental de câncer de mama, a linhagem humana MDA-MB-231-luc 
(transfectada para expressão estável do gene da luciferase) foi adquirida do banco 
de células ATCC. As células foram cultivas em garrafas de cultura de 25 e/ou 175 
cm2 (Corning, Cat. CLS430372, Estados Unidos) com meio DMEM-High Glucose 
(Gibco, Cat. 11965-090, Estados Unidos) suplementado com 10% de soro fetal 
bovino (SFB; Life Technologies, Cat. 12657029, Holanda), 1% de penicilina e 
estreptomicina (Sigma, Cat. P3539, Estados Unidos). As células foram mantidas em 
incubadora de CO2 umidificada, a 37ºC. Os animais utilizados foram camundongos 
isogênicos da linhagem NOD scid gamma (NSG), fêmeas com idades entre 8 e 12 
semanas, com idades semelhantes entre si e peso médio de 25g, provenientes do 
biotério do Moffitt Cancer Center, local onde também foram conduzidos os 
experimentos. 
 
4.3 Obtenção, caracterização e solubilização do polissacarídeo em estudo 
O polissacarídeo foi obtido da alga verde marinha Codium isthmocladum, 
tendo sido extraído, caracterizado e gentilmente cedido pelo grupo científico do 
Professor Dr. Hugo Alexandre Oliveira Rocha, do Departamento de Bioquímica da 
Universidade Federal do Rio Grande do Norte (UFRN). As espécimes de Codium 
isthmocladum foram coletadas no litoral de Natal, Rio Grande do Norte, Brasil, e seu 
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uso para pesquisa foi aprovado no Sistema Nacional de Gestão do Patrimônio 
Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen), sob o protocolo 
A8C31A3. Esse composto foi previamente caracterizado por Farias e colaboradores 
(2008), como sendo uma galactana sulfatada, com monômeros de β-D-
galactopiranosil 3 ligado 4 sulfatado, com massa molécular média de 14 kDa (Farias 
et al., 2008). Para facilitação da identificação, o polissacarídeo empregado neste 
trabalho será denominado a partir de agora como “CI”. A comprovação da 
caracterização do composto foi repetida pelo grupo do Professor Dr. Hugo Alexandre 
antes do envio das amostras para nosso laboratório na UFPR. 
A identificação de possível contaminação com lipopolissacarídeos (LPS) foi 
realizada como descrito por Santana-Filho e colaboradores (2012). O composto CI 
foi dissolvido em metanol, sendo então realizada a metanólise pela adição de acido 
clorídrico em metanol 3M (MeOH-HCl). A amostra foi vortexada e mantida em estufa 
a 80ºC por 20h. A solução foi então particionada em hexano e água dionizada. A 
fase de hexano foi evaporada e acetilada com piridina e anidrido acético a 100ºC por 
1h. Diluições seriadas de LPS (Sigma, Cat. L4391, Estados Unidos) foram usadas 
como padrão. As amostras foram analisadas por GC-MS (Santana-Filho et al., 
2012). 
Para a realização dos experimentos in vitro, CI foi dissolvido na concentração 
necessária, como indicado posteriormente em cada ensaio, em DMEM sem SFB, 
seguido de incubação em Banho-Maria a 37ºC por 30 minutos, vortexado por 5 
minutos e esterilizado em filtro de seringa com membrana de 0.22 μm (Millex, Cat. 
SLGV033RS, Estados Unidos). DMEM sem SFB foi utilizado como controle, sendo 
adicionado no mesmo volume do polissacarídeo. 
Para os ensaios in vivo o polissacarídeo CI foi dissolvido em solução salina 
tamponada com fosfato (PBS) estéril, em pH 7.2. A quantidade necessária de 
composto foi pesada empregando espátulas previamente esterilizados por 
autoclavação, e o conteúdo foi colocado em placas de pétri estéreis de 60 mm 
(Corning, Cat. 430166, Estados Unidos) as quais foram destampadas dentro de uma 
cabine de fluxo laminar. A quantidade necessária de PBS foi adicionada nas placas, 
e a solução foi homogeneizada empregando pipeta sorológica estéril. Durante 2h 
esta solução permaneceu dentro do fluxo laminar com a lâmpada ultravioleta ligada. 
A cada 30 minutos a solução era novamente homogeneizada. Após este período, o 
conteúdo foi passado para tubos de 50 mL estéreis contendo barras magnéticas 
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previamente esterilizadas, sendo mantido overnight em agitação a 37ºC. Animais 
controle receberam PBS com o mesmo volume inoculado de polissacarídeo nos 
animais tratados. 
 
4.4 Modelo de tumor sólido – determinação de dose e repetições experimentais 
 O modelo de tumor sólido empregando a linhagem de melanoma murino B16-
F10 foi realizado como descrito em (Overwijk e Restifo, 2001), com modificações – 
descritas abaixo - previamente testadas e adaptadas em nosso grupo de pesquisa. 
Células da linhagem B16-F10 foram cultivadas em garrafas grandes (175 cm2) 
de cultivo celular até atingirem de 70 a 80% de confluência. Para a desadesão e 
contagem de células, o meio de cultura foi removido das garrafas, seguido da 
lavagem por duas vezes da superfície de cultivo para remoção de SFB utilizando 5 
mL de PBS pré-aquecido a 37ºC. Tripsina-EDTA (Gibco, Cat. 59418C, Estados 
Unidos) dilúida 10x em PBS foi adicionada (5 mL), e as células foram mantidas em 
incubadora de CO2 por 5 minutos. As garrafas foram novamente lavadas com DMEM 
com 10% de SFB para coleta das células desaderidas e inativação da tripsina, e o 
conteúdo foi transferido para tubos cônicos estéreis para centrifugação por 5 
minutos a 1800 RPM. O pellet de células foi ressuspendido em PBS gelado, a fim de 
manter a viabilidade celular, e o processo de centrifugação foi realizado novamente. 
Uma alíquota das células foi coletada e misturada na proporção 1:1 com Azul de 
Tripan (Gibco, Cat. 313173, Estados Unidos) para contagem diferencial de 
viabilidade em Câmara de Neubauer. Os experimentos apenas tiveram 
prosseguimento quando a viabilidade celular foi maior do que 90%. Uma suspensão 
de células na concentração de 50x105 células/mL foi preparada, e um volume de 100 
μL por animal foi inoculado (resultando em 5x105 células inoculadas por 
camundongo). 
 Após a contenção dos animais, com o auxílio de uma pinça, uma pequena 
área de pele da região superior do flanco direito dos camundongos foi levantada, e 
utilizando uma seringa de insulina de calibre 30G (BD, Cat. 328322, Estados 
Unidos), 100 μL da suspensão de células foi inoculada de forma controlada, 
garantindo a formação de uma “bolha”. A região de inoculação havia sido 
previamente depilada no dia anterior empregando uma navalha, permitindo a 
67 
 
visualização da pele e posterior medida de volume dos tumores. O peso dos animais 
foi aferido no dia anterior ao início dos experimentos. 
 O dia de inoculação é denotado como “Dia 0”. Cinco dias após a inoculação 
(“Dia 5”), animais que apresentavam tumores palpáveis ou visíveis passaram a ser 
tratados diariamente por 10 dias com o polissacarídeo CI ou PBS por via 
intraperitoneal (I.P.). O volume tumoral foi diariamente calculado através das 
dimensões dos tumores, as quais foram medidas com o uso de um paquímetro 
digital e utilizadas na fórmula modificada de um elipsoide “dxdxDx0.52”, onde “d” é a 
dimensão menor e “D” é a dimensão maior. Ao final dos experimentos (“Dia 15”), os 
animais foram novamente pesados e então anestesiados com Cetamina (100 
mg/Kg; Syntec) e Xilazina (10 mg/Kg; Syntec), inoculadas de forma I.P.. Após a 
perda de resposta a estímulos, os camundongos foram eutanasiados por 
deslocamento cervical. Diferentes órgãos foram coletados e pesados.  
 
4.4.1 Determinação de dose 
 O primeiro experimento empregando o modelo de tumor sólido teve como 
objetivo determinar a dose de polissacarídeo a ser empregada nos próximos ensaios 
in vivo. 
 Para a realização deste ensaio as doses testadas de polissacarídeo foram de 
50 e 100 mg/Kg. Como descrito no tópico 4.4, camundongos machos C57BL/6 
previamente depilados na região do flanco superior direito foram inoculados com 
5x105 células B16-F10 (Dia 0), e cinco dias após a inoculação (Dia 5) passaram a 
receber inoculações diárias por via I.P. do polissacarídeo nas diferentes doses ou de 
PBS (grupo controle) até o final do experimento (Dia 15). A fim de obter a total 
solubilização de todas as doses testadas e padronização do volume inoculado, o 
volume final de inoculação diária em cada camundongo foi de 1 mL por dose, sendo 
que igual volume de PBS foi inoculado diariamente nos camundongos controle. O 
grupo controle foi realizado com um N amostral de 6 camundongos; os grupos das 
doses de polissacarídeo foram realizados com um N amostral de 5 camundongos 




4.4.2 Repetição experimental com a dose determinada (50 mg/Kg) 
 Após a determinação da dose de 50 mg/Kg para os demais ensaios in vivo, o 
experimento empregando o modelo de tumor sólido foi repetido de forma 
biologicamente independente para comprovar a atividade antitumoral do composto. 
 Para as repetições experimentais, os mesmos procedimentos gerais descritos 
no item 4.4 para cultivo celular e modelo tumoral foram seguidos. Três ensaios 
biologicamente independentes foram realizados: 
 Em um experimento realizado no ICESP com camundongos C57BL/6 machos 
provenientes do CMN/SP, adotou-se para o grupo controle um N amostral de 
6, os quais receberam inoculações diárias por 10 dias via I.P. de 1 mL de 
PBS, tendo início cinco dias após a inoculação celular; para o grupo tratado 
com CI a 50 mg/Kg, o N amostral de 7, os quais receberam inoculações 
diárias por 10 dias via I.P. de 1 mL de polissacarídeo, tendo início cinco dias 
após a inoculação celular; a fim de verificar a atividade conjunta do 
polissacarídeo com o quimioterápico Dacarbazina (Dtic), um grupo de 
camundongos com N amostral de 7 foi tratado no mesmo regime de 
tratamento previamente descrito com 80 mg/Kg do quimioterápico; e um 
quarto grupo com N amostral de 7 e mesmo regime de tratamento recebeu 
doses diárias de CI a 50 mg/Kg e Dtic a 80 mg/Kg; o composto Dtic não foi 
mais empregado nos experimentos subsequentes; 
 Em outro experimento realizado no ICESP com camundongos C57BL/6 
machos provenientes do CMN/SP, adotou-se para o grupo controle um N 
amostral de 7, os quais receberam inoculações diárias por 10 dias via I.P. de 
1 mL de PBS, tendo início cinco dias após a inoculação celular; para o grupo 
tratado com CI a 50 mg/Kg, o N amostral de 7, os quais receberam 
inoculações diárias por 10 dias via I.P. de 1 mL de polissacarídeo, tendo início 
cinco dias após a inoculação celular;  
 Em um experimento realizado no LIPS/UFPR com camundongos C57BL/6 
machos provenientes do ICC/PR, adotou-se para o grupo controle um N 
amostral de 9, os quais receberam inoculações diárias por 10 dias via I.P. de 
1 mL de PBS, tendo início cinco dias após a inoculação celular; para o grupo 
tratado com CI a 50 mg/Kg, o N amostral de 9, os quais receberam 
inoculações diárias por 10 dias via I.P. de 1 mL de polissacarídeo, tendo início 




4.5 Modelo de metástase experimental 
O modelo de metástase experimental empregando as linhagens de melanoma 
murino B16-F10 e B16-F10-luc-G5 e a linhagem de câncer de mama humano MDA-
MB-231-luc foram realizados como descrito em (Overwijk e Restifo, 2001), com 
modificações – descritas abaixo - previamente testadas e adaptadas e em 
decorrência do desenho experimental realizado. 
Células B16-F10, B16-F10-luc-G5 ou MDA-MB-231 foram cultivadas em 
garrafas grandes (175 cm2) de cultivo celular até atingirem de 70 a 80% de 
confluência. Para a desadesão e contagem de células, o meio de cultura foi 
removido das garrafas, seguido da lavagem por duas vezes da superfície de cultivo 
para remoção de SFB utilizando 5 mL de PBS pré-aquecido a 37ºC. Tripsina-EDTA 
(Gibco, Cat. 59418C, Estados Unidos) dilúida 10x em PBS foi adicionada (5 mL), e 
as células foram mantidas em incubadora de CO2 por 5 minutos. As garrafas foram 
novamente lavadas com DMEM com 10% de SFB para coleta das células 
desaderidas e inativação da tripsina, e o conteúdo foi transferido para tubos cônicos 
estéreis para centrifugação por 5 minutos a 1800 RPM. O pellet de células foi 
ressuspendido em PBS gelado, a fim de manter a viabilidade celular, e o processo 
de centrifugação foi realizado novamente. Uma alíquota das células foi coletada e 
misturada na proporção 1:1 com Azul de Tripan (Gibco, Cat. 313173, Estados 
Unidos) para contagem diferencial de viabilidade em Câmara de Neubauer. Os 
experimentos apenas tiveram prosseguimento quando a viabilidade celular foi maior 
do que 90%. Uma suspensão de células na concentração de 50x105 células/mL foi 
preparada com as linhagens B16-F10 e B16-F10-luc-G5, e um volume de 100 μL por 
animal foi inoculado (resultando em 5x105 células inoculadas por camundongo). 
Para a linhagem MDA-MB-231-luc, uma suspensão de células na concentração de 
10x106 células/mL foi preparada, e um volume de 100 μL por animal foi inoculado 
(resultando em 1x106 células inoculadas por camundongo). 
Após a contenção dos camundongos C57BL/6 (para as linhagens B16-F10 e 
B16-F10-luc-G5) e dos camundongos NSG (para a linhagem MDA-MB-231-luc) , as 
veias caudais foram dilatadas por aquecimento da cauda dos animais em água a 
37ºC, e utilizando seringa de insulina de calibre 30G (BD, Cat. 328322, Estados 
70 
 
Unidos), 100 μL da suspensão de células foi inoculada de forma controlada em uma 
das veias laterais. 
Todos os experimentos empregando o modelo de metástase experimental 
foram realizados com pré-tratamento com CI de 24h antes da inoculação celular. 
Desta forma, o “Dia 0” é o primeiro dia de tratamento com o composto CI ou PBS 
(grupo controle). O “Dia 1” é o dia da inoculação celular. A partir deste dia, seguiu-se 
com administração diária do polissacarídeo ou PBS até a finalização dos 
experimentos. 
 
4.5.1 Metástase experimental – finalização após 21 dias de inoculação das 
células (linhagem B16-F10) 
Empregando os procedimentos de cultivo celular e inoculação descritos no 
item 4.5, o modelo de metástase experimental com a linhagem B16-F10 foi realizado 
com tempo de progressão de 21 dias após a inoculação celular, buscando avaliar o 
efeito prolongado do tratamento na progressão tumoral. Camundongos C57BL/6 
fêmeas foram pré-tratados com CI a 50 mg/Kg ou PBS (Dia 0), e 24h após o 
tratamento foram inoculados com 5x105 células na veia caudal lateral (Dia 1). Os 
animais continuaram a serem tratados diariamente com CI ou PBS por mais 21 dias 
após a inoculação celular até a finalização do experimento (Dia 22). Como descrito 
no item 4.4, os camundongos foram anestesiados e eutanasiados via deslocamento 
cervical, seguido de coleta e pesagem dos pulmões, rins, fígado e baço. O sangue 
dos animais foi coletado para análise de parâmetros bioquímicos e hemograma, 
como descrito no item 4.6. Imagens das vistas ventral e dorsal dos pulmões foram 
capturadas e analisadas empregando o software Fiji ImageJ (Schindelin et al., 2012) 
para quantificação de áreas colonizadas (tumores primários nos pulmões resultado 
do modelo de metástase experimental). O valor de área metastática corresponde a 
uma razão entre a soma das áreas ventral e dorsal totais dos pulmões dividido pela 
soma das áreas ventral e dorsal colonizadas por metástase, transformada em 
porcentagem. O N amostral dos grupos CI e controle foi de 10 e 12 animais 
respectivamente. 
Os tecidos coletados neste experimento foram fixados em formalina 10% por 
24h, sendo então preservados em álcool 70%. O lóbulo direito dos pulmões foram 
processados para histologia.  
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Para o processamento histológico, os lóbulos dos pulmões foram 
desidratados em bateria alcoólica crescente (70, 80, 90, 95 e 100%), permanecendo 
1h30 em cada solução. Após a desidratação, o material foi diafanizado por 
incubações sequencias em soluções de Álcool 100% : Xilol (1h), Xilol (40 min) e Xilol 
(15 min). Após a diafanização, o material foi incluído em Parafina (Merck, Cat. 
11609, Estados Unidos) por 6h. Cortes de 6 μM foram obtidos de cada bloco 
empregando o micrótomo (Leica RM2155).  
O material obtido no processamento histológico foi então corado com 
Hematoxilna e Eosina. Para esta coloração, o material foi inicialmente 
desparafinizado por incubações sequencias nas soluções: Xilol (5 min), Xilol (3 min), 
Álcool 100% : Xilol (3 min), Álcool 100% (3 min), Álcool 100% (3min), Álcool 95% (3 
min), Álcool 90% (3 min); Álcool 80% (3 min) e Álcool 70% (3 min). O material foi 
então lavado em água corrente por 10 min, e então corado com Hematoxilina (EMS, 
Cat. 2604310, Estados Unidos) por 30 segundos, lavado em água corrente por 10 
min, corado com Eosina (Merck, Cat. E4009, estados Unidos) por 30 segundos e 
rapidamente lavado com água destilada. Após a coloração, o material foi 
desidratado por incubações sequenciais em álcool, como descrito anteriormente. As 
lâminas foram então montadas de forma permanente com o uso do meio de 
montagem Entellan (Merck, Cat. 107960, Estados Unidos). A obtenção das imagens 
foi feita utilizando o scanner de lâminas VSlide (Carl ZEISS and Metasystems). Toda 
a área do corte foi escaneada com a objetiva de 20x. 
  
4.5.2 Metástase experimental – acompanhamento via IVIS (linhagem B16-F10-
luc-G5) 
Empregando os procedimentos de cultivo celular e inoculação descritos no 
item 4.5, o modelo de metástase experimental com a linhagem B16-F10-luc-G5 foi 
realizado e acompanhado empregando o Sistema de Imageamento In Vivo (IVIS). 
Camundongos C57BL/6 fêmeas e machos foram pré-tratados com CI a 50 mg/Kg ou 
PBS (Dia 0), e 24h após o tratamento foram inoculados com 5x105 células B16-F10-
luc-G5 na veia caudal lateral (Dia 1). Os animais continuaram a ser tratados 
diariamente com CI ou PBS por mais 15 dias após a inoculação celular até a 
finalização do experimento (Dia 16). O N amostral de cada grupo foi de 5 (grupos 
controle fêmeas, controle machos, CI fêmeas e CI machos). 
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O acompanhamento da progressão metastática via IVIS teve início 2h após a 
inoculação celular (Dia 1). Para isso, 1h 45 min após a inoculação das células os 
camundongos foram inoculados via I.P com luciferina XenoLight D-luciferin 
(PerkinElmer, Cat. 122799, Estados Unidos) na concentração de 150 μg/mL diluída 
em DMEM sem SFB com um volume igual a 10x o peso do animal, sendo então 
posicionados no equipamento Xenogen IVIS 200 (Xenogen Corporation, Hopkinton, 
Estados Unidos) e mantidos anestesiados via inalação contínua de isofluorano. A 
luciferase expressa pelas células tumorais realiza a quebra da luciferina inoculada, 
gerando um pico de bioluminescência entre 5 e 10 minutos após a inoculação, a 
qual é capturada pela câmera gerando valores de radiância (fótons/segundo/cm2/sr) 
proporcionais à quantidade de células tumorais presentes no tecido. Todas as 
imagens foram realizadas com o mesmo tempo de captura de bioluminescência. O 
mesmo procedimento foi realizado 9 dias após a inoculação celular (Dia 10). 
Ao final do experimento (Dia 16), os camundongos foram eutanasiados em 
câmara de CO2. Pulmões, rins, fígado, baço e pâncreas foram coletados e pesados, 
sendo então posicionados em placas de pétri de 60 mm (Corning, Cat. 430166, 
Estados Unidos) e cobertos com 4 mL de uma solução de luciferina a 150 μg/mL 
diluída em DMEM sem SFB para a realização de captura de bioluminescência ex 
vivo.  
 
4.5.3 Metástase experimental – finalização após 9 dias de inoculação das 
células (linhagem B16-F10) 
 Empregando os procedimentos de cultivo celular e inoculação descritos no 
item 4.5, o modelo de metástase experimental com a linhagem B16-F10 foi realizado 
com tempo de progressão de 9 dias após a inoculação celular. Camundongos 
C57BL/6 fêmeas foram pré-tratados com CI a 50 mg/Kg ou PBS (Dia 0), e 24h após 
o tratamento foram inoculados com 5x105 células na veia caudal lateral (Dia 1). Os 
animais continuaram a ser tratados diariamente com CI ou PBS por mais 9 dias após 
a inoculação celular até a finalização do experimento (Dia 10). Como descrito no 
item 4.4, os camundongos foram anestesiados e eutanasiados via deslocamento 
cervical, seguido de coleta e pesagem dos pulmões, rins, fígado e baço. O sangue 
dos animais foi coletado para análise de parâmetros bioquímicos, como descrito no 
item 4.6. Imagens das vistas ventral e dorsal dos pulmões foram realizadas para 
contagem de focos metastáticos (tumores primários nos pulmões resultado do 
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modelo de metástase experimental). O N amostral dos grupos CI e controle foi de 5 
animais por grupo. O mesmo procedimento experimental com o mesmo N amostral 
foi repetido e finalizado após 3 dias de inoculação da linhagem B16-F10 (portanto 
96h de tratamento com CI). Este ensaio não apresentou focos metastáticos nos 
pulmões dos animais, não sendo mostrado nos resultados. Porém os órgãos e 
sangue dos camundongos foram coletados e utilizados para análise de possíveis 
efeitos colaterais (Item 4.6) e para análise de citocinas do soro (Item 4.18). 
 
4.5.4 Metástase experimental – acompanhamento via IVIS (linhagem MDA-MB-
231) 
 Empregando a metodologia descrita no item 4.5.2, o ensaio de metástase 
experimental com acompanhamento da progressão via IVIS foi realizado 
empregando a linhagem MDA-MB-231-luc. 
Camundongos NSG fêmeas foram pré-tratados com CI a 50 mg/Kg ou PBS 
(Dia 0), e 24h após o tratamento foram inoculados com 1x106 células MDA-MB-231-
luc na veia caudal lateral (Dia 1). Os animais continuaram a ser  tratados 
diariamente com CI ou PBS por mais 27 dias após a inoculação celular até a 
finalização do experimento (Dia 28). O N amostral de cada grupo foi de 10 (grupos 
controle e CI fêmeas). 
A captura de imagens via IVIS foi realizada 2h após a inoculação celular, e 
então no 10º, 17º, 21º, 24º e 27º dias de experimento. Ao final do ensaio (28º dia) a 
captura de bioluminescência ex vivo dos pulmões, rins, fígado, pâncreas e baço dos 
animais foi realizada. 
 
4.6 Avaliação de efeitos colaterais – parâmetros bioquímicos, hemograma e 
variação de peso 
 Possíveis efeitos colaterais resultantes do polissacarídeo CI nos experimentos 
in vivo foram avaliados após diferentes períodos de tratamento com o composto: 
 Após 4, 10 e 21 dias de tratamento diário com CI a 50 mg/Kg ou PBS nos 
experimentos empregando o modelo de metástase experimental (Itens 4.5.1 e 
4.5.2, respectivamente), o sangue dos camundongos foi coletado pela veia 
cava e transferido para vacutainers contendo EDTA (BD Biosciences, Cat. 
367838, Estados Unidos). No experimento de 4 dias de tratamento, foram 
obtidos valores de aspartato aminotransferase, creatinina e gama GT; no 
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experimento de 10 dias de tratamento, foram obtidos os valores de fosfatase 
alcalina, creatinina e gama GT; no experimento de 21 dias de tratamento, 
foram obtidos os valores de alanina aminotransferase, aspartato 
aminotransferase, creatinina, ureia, colesterol total, triglicerídeos, lipoproteína 
de muito baixa densidade (VLDL) e procalcitonina, além de hemograma; nos 
três ensaios foram analisados os valores de variação de peso corporal e do 
peso dos órgãos coletados; 
 Após 7 e 14 dias de tratamento diário com CI a 50 mg/Kg ou PBS em 
camundongos C57BL/6 (N amostral igual a 3 para cada grupo) que não foram 
inoculados com células tumorais o sangue dos camundongos foi coletado 
pela veia cava e transferido para vacutainers contendo EDTA (BD 
Biosciences, Cat. 367838, Estados Unidos). Em ambos os ensaios foram 
obtidos valores do hemograma e variação de peso dos órgãos coletados. No 
experimento com regime de tratamento de 7 dias também foram obtidos os 
valores de ureia nitrogenada, fosfato, bilirrubina, amilase e procalcitonina. 
O hemograma e as análises bioquímicas do sangue foram feitas em 
colaboração com o Hospital Veterinário da UFPR, empregando o analisador químico 
clínico Mindray BS-200 (Mindray, China) de acordo com as instruções do fabricante. 
O peso dos órgãos é demonstrado em porcentagem, resultante da proporção do 
peso do referido órgãos em relação ao peso do animal. 
 
4.7 Cultivo celular – experimentos in vitro com a linhagem B16-F10 
 Células da linhagem de melanoma murino B16-F10 foram cultivas em 
garrafas de cultura de 25 e/ou 175 cm2 (Sarstedt, Cat. 833910, Alemanha) com meio 
de cultivo DMEM (Life Technologies, Cat. 12800-058, Bleiswijk, Netherlands), 
suplementado com 10% de SFB (Life Technologies, Cat. 12657029, Bleiswijk, 
Holanda), 0.25 μg/mL de penicilina e 0.25 μg/mL de estreptomicina (Sigma, Cat. 
P3539, Estados Unidos) e mantidas em incubadora de CO2 umidificada (Panasonic, 
Modelo MCO-170AICUVL-PA), a 37ºC. Para o plaqueamento dos experimentos 
realizou-se a desadesão e contagem de células: o meio de cultura foi removido das 
garrafas, seguido da lavagem por duas vezes da superfície de cultivo para remoção 
de SFB utilizando 5 mL de PBS pré-aquecido a 37ºC. Tripsina-EDTA (Gibco, Cat. 
59418C, Estados Unidos) dilúida 10x em PBS foi adicionada (1 mL para garrafas 
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pequenas, 5 mL para garrafas grandes), e as células foram mantidas em incubadora 
de CO2 por 5 minutos. As garrafas foram novamente lavadas com DMEM com 10% 
de SFB para coleta das células desaderidas e inativação da tripsina, e o conteúdo foi 
transferido para tubos cônicos estéreis para centrifugação por 5 minutos a 1800 
RPM. O pellet de células foi ressuspendido em DMEM com 10% de SFB e as células 
foram contadas em Câmara de Neubauer, procedendo-se para o plaqueamento com 
número de células e superfície de cultivo de acordo com o design experimental 
utilizado. 
 
4.8 Adesão celular – linhagem B16-F10  
 O ensaio de adesão celular foi feito como descrito em (Khalili e Ahmad, 2015) 
com modificações. Células da linhagem B16-F10 (1.2x104 células/poço) foram 
plaqueadas em placas de seis poços (Sarstedt, Cat. 833920300, Alemanha) e após 
24h expostas ao polissacarídeo CI ou não (grupo controle) na concentração de 100 
μg/mL por 72h. Após o período de tratamento as células foram desaderidas por 5 
minutos com EDTA 2 mM (EMS, Cat. TC0301, Estados Unidos) , contadas em 
câmara de Neubauer e plaqueadas nos poços das placas de 96 poços previamente 
sensibilizados (como descrito abaixo), por um período de adesão de 2h30. Após 
esse período, células não aderentes foram removidas através de lavagem com PBS. 
As células que permaneceram aderidas foram fixadas por 20 minutos com uma 
solução de Etanol:Ácido acético glacial:Água (50:49:1) e coradas com Cristal Violeta 
0.2% (Sigma, Cat. C0775, Estados Unidos) em etanol por 10 minutos. O corante foi 
eluído com uma solução de ácido acético glacial 33% em água destilada, 
procedendo-se então para leitura de absorbância dos poços em leitora de 
microplacas em 570 nm (Biotek Epoch, Estados Unidos).  
Para a realização do ensaio, placas de 96 poços (Sarstedt, Cat. 833924, 
Alemanha) foram previamente sensibilizadas com moléculas de MEC. Para a 
sensibilização das placas foi empregado Matrigel (Corning, Cat. 354248, Estados 
Unidos), colágeno I (Thermo Fisher, Cat. A1064401, Estados Unidos) fibronectina 
(BD, Cat. 354008, Estados Unidos), todas na concentração de 20 μg/mL, pipetadas 
em volume de 50 μL por poço 24h antes do final do período de tratamento das 
células com o polissacarídeo. A placa contendo essas moléculas foi mantida 
overnight a 4ºC, sendo então lavada 1x com PBS para realização do ensaio.  Em 
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outra abordagem experimental, placas pré-sensibilizadas como descrito acima foram 
incubadas, em incubadora de CO2, com 50 μL de uma solução a 100 μg/mL de CI 
por 24h, e poços utilizados como controle foram incubados com o mesmo volume de 
DMEM sem SFB. Após esse período, o conteúdo dos poços foi removido e esses 
foram lavados 1 vez com 100 μL de PBS. Seguindo o protocolo experimental acima 
descrito, células B16-F10 foram desaderidas e plaqueadas nesses poços, onde 
puderam aderir por 2h30, sendo então lavadas para remoção de células não 
aderentes e coradas com CV para posterior leitura de absorbância. As células 
utilizadas nesta abordagem não haviam sido previamente tratadas com o composto. 
Desta forma, este ensaio buscou avaliar a possível interação direta entre o 
polissacarídeo e as moléculas de matriz. 
Ambas as abordagens experimentais foram realizadas em quadruplicata 
biológica, com um mínimo de triplicata técnica em cada ensaio. 
 
4.9 Invasão celular – linhagem B16-F10 
 Células da linhagem B16-F10 (2x103 células/poço) foram plaqueadas em 
placas de 24 poços (Sarstedt, Cat. 833922500, Alemanha) e após 24h expostas ao 
polissacarídeo CI ou não (grupo controle) na concentração de 100 μg/mL por 72h. 
Após o período de tratamento as células foram desaderidas por 5 minutos com 
EDTA 2 mM (EMS, Cat. TC0301, Estados Unidos) , contadas em câmara de 
Neubauer e plaqueadas na região interna de transwells com poros de 8 μm 
(Millipore, Cat. MCEP24H48, Estados Unidos) previamente cobertos com 35 μL de 
Matrigel (Corning, Cat. 354248, Estados Unidos) diluído em DMEM sem SFB, na 
concentração de 3 mg/mL. Como quimioatrator, o poço contendo os transwells foi 
preenchido com 500 μL de DMEM com 10% de SFB. Após 72h de invasão, os 
transwells foram lavados com PBS e fixados por 1h com paraformoldeído a 2% 
(EMS, Cat. 30525-89-4, Estados Unidos), em volume de 200 μL na parte externa do 
inserto e 150 μL na parte interna. Após a fixação, os transwells foram novamente 
lavados com PBS e incubados por 30 minutos com ActinGreen Ready Probes diluído 
1:40 (Invitrogem, Cat. R37109, Estados Unidos). Usando cotonetes úmidos, as 
células que não invadiram (porção interna dos transwells) foram removidas. A 
membrana de cada inserto foi então cuidadosamente cortada com um bisturi e 
montada em lâminas de microscopia utilizando o meio de montagem Fluormont G 
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com DAPI (EMS, Cat. 17984-24, Estados Unidos).  Utilizando o scanner de lâminas 
VSlide (Carl ZEISS and Metasystems), toda a área de cada membrana foi capturada 
usando a objetiva de 20x. O número de células que invadiram foi contado através da 
marcação nuclear com DAPI, empregando o programa Fiji ImageJ (Schindelin et al., 
2012). O experimento foi realizado em triplicata biológica e duplicata técnica em 
cada ensaio. 
 
4.10 Marcação de glicoconjugados 
 Células da linhagem B16-F10 (1.2x104 células/poço) foram plaqueadas em 
placas de seis poços (Sarstedt, Cat. 833920300, Alemanha) e após 24h expostas ao 
polissacarídeo CI ou não (grupo controle) na concentração de 100 μg/mL por 72h. 
Após esse período as células foram desaderias com tripsina (Gibco, Cat. 59418C, 
Estados Unidos), centrifugadas a 1800 RPM por 3 minutos e então incubadas por 30 
minutos em 50 μL de PBS contendo 1 μL de lectina WGA conjugada com Alexa 
Fluor 488 (Invitrogen, Cat. W11261, Estados Unidos), a qual liga-se especificamente 
a N-acetilglucosamina e ácido N-acetilneuraminico (sendo ácido siálico o membro 
mais comum deste grupo). Após o período de incubação, as células foram 
novamente centrifugadas e ressuspendidas em PBS para análise por citometria de 
fluxo. As amostram foram adquiridas usando o citômetro BD FacsVerse (BD, 
Estados unidos), sendo que 10000 eventos foram analisados por amostra, e 
analisadas empregando o software FlowJo (FlowJo, Estados Unidos). O 
experimento foi realizado em triplicata biológica. 
 
4.11 Imunofenotipagem do baço – camundongos C57BL/6 
Camundongos C57BL/6 fêmeas foram tratados diariamente por 10 dias com o 
polissacarídeo CI a 50 mg/mL ou PBS (grupo controle) por via I.P.. Ao final do 
tratamento, os camundongos foram eutanasiados em câmara de CO2 para pesagem 
e processamento do baço para imunofenotipagem empregando citometria de fluxo.  
 Após a coleta os baços dos camundongos foram mantidos em meio DMEM/F-
12 a 4ºC contendo 1% de SFB e então macerados com o auxílio do êmbolo de 
seringas. O conteúdo foi então filtrado empregando cell strainers de membrana de 
70 μm (Corning, Cat. 431751, Estados Unidos). O conteúdo filtrado foi centrifugado a 
1500 RPM por 5 minutos a 4ºC. O pellet formado foi ressuspendido em 10 mL de 
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Red Blood Cells lysis buffer (Sigma, Cat. 11814389001, Estados Unidos), vortexado 
por 5 segundos e incubado a temperatura ambiente por 10 minutos. Após este 
período, 10 mL de meio de cultura DMEM/F-12 foi adicionado, seguido de nova 
centrifugação a 1500 RPM por 5 minutos a 4ºC. As marcações realizadas foram 
feitas com os seguintes anticorpos diluídos em PBS BSA 1% (anticorpo-fluoróforo): 
rat anti-mouse CD3-BV786 (BD, Cat. 564010), rat anti-mouse CD4-BV605 (BD, Cat. 
63-0042-82), rat anti-mouse CD8a-BUV395 (BD, Cat. 565968), rat anti-mouse 
CD11b-Pe-Cy7 (BD, Cat. 561098), rat anti-mouse CD25-BV422 (BD, Cat. 566228), 
rat anti-mouse Ly-6G- FITC (BD, Cat. 561105), rat anti-mouse Ly-6C- PerCP Cy5.5 
(BD, Cat. 560525), zombie NIR-APC-Cy7 like (Biolegend, Cat. 423105).  As 
amostras foram então lavadas com PBS para então serem fixadas em 
paraformoldeido 2% por 30 minutos. A aquisição das amostras foi realizada no 
citômetro BD LSR II (BD, Estados Unidos), e a análise dos dados no software 
FlowJo (FlowJo, Estados Unidos). O N amostral de cada grupo foi de 5 animais por 
grupo. 
 
4.12 Cultivo celular – experimentos in vitro com a linhagem RAW 264.7 
Células da linhagem de macrófago murino RAW 264.7 foram cultivadas com 
DMEM High Glucose (Thermo Fisher, Cat. E15009,  Estados Unidos) em garrafas de 
cultura de 25 cm2 (Sarstedt, Cat. 833910, Alemanha), suplementado com 20% de 
SFB (previamente inativado por 1h a 57ºC) e 0.25 μg/mL de penicilina e 0.25 μg/mL 
de estreptomicina (Sigma, Cat. P3539, Estados Unidos). Ambas as linhagens foram 
mantidas em incubadora de CO2 umidificada (Panasonic, Modelo MCO-170AICUVL-
PA), a 37ºC. Para o plaqueamento dos experimentos realizou-se a desadesão e 
contagem de células: o meio de cultivo foi removido e substituído por meio novo, 
seguindo-se para desadesão das células utilizando um cell scraper (Sarstedt, Cat. 
831830, Alemanha); o conteúdo das garrafas foi coletado e transferido para tubos 
cônicos estéreis para centrifugação por 5 minutos a 1800 RPM. O pellet de células 
foi ressuspendido em DMEM com 10% de SFB e as células foram contadas em 
Câmara de Neubauer, procedendo-se para o plaqueamento com número de células 




4.13 Viabilidade celular pela redução do MTT – linhagem RAW 264.7 
 O método de MTT foi realizado com adaptações a partir do protocolo descrito 
por (Mosmann, 1983) e (Fotakis e Timbrell, 2006). Células da linhagem RAW 264.7 
(1x104 células/poço) foram plaqueadas em placas de 96 poços (Sarstedt, Cat. 
833924, Alemanha) e após 24h expostas ao polissacarídeo CI ou não (grupo 
controle) nas concentrações de 1, 10, 100 e 1000 μg/mL por 72h. Três horas antes 
do final do período de tratamento as células foram incubadas com 15 μL de MTT a 5 
mg/mL (Sigma, Cat. M5655, Estados Unidos) em 135 μL de meio. Ao final desse 
tempo, o conteúdo dos poços foi removido e os cristais de formazan formados no 
interior das células foram eluídos com 100 μL de dimetilsulfóxido (Merck, Cat. 67685, 
Estados Unidos), procedendo-se então para leitura de absorbância em leitor de 
microplacas (Bioteck, Epoch) em comprimento de onda de 540 nm. O experimento 
foi realizado em quadruplicata biológica e quadruplicata técnica em cada ensaio. 
 
4.14 Viabilidade celular pela retenção de Vermelho Neutro – linhagem RAW 
264.7 
 O método de Vermelho Neutro (VN) foi realizado com adaptações a partir do 
protocolo descrito por (Borenfreund e Puerner, 1985). Células da linhagem RAW 
264.7 (1x104 células/poço) foram plaqueadas em placas de 96 poços (Sarstedt, Cat. 
833924, Alemanha) e após 24h expostas ao polissacarídeo CI ou não (grupo 
controle) nas concentrações de 1, 10, 100 e 1000 μg/mL por 72h. Duas horas antes 
do final do período de tratamento as células foram incubadas com 15 μL de VN a 1.1 
mg/mL (Sigma, Cat. 72210, Estados Unidos) em 135 μL de meio. Após esse tempo 
o conteúdo de VN retido pelos lisossomos das células foi eluído com uma solução 
de Etanol:Ácido Acético Glacial:Água (50:49:1), procedendo-se para leitura de 
absorbância em leitor de microplacas (Bioteck, Epoch) em comprimento de onda de 
550 nm. O experimento foi realizado em quadruplicata biológica e quadruplicata 
técnica em cada ensaio. 
 
4.15 Densidade celular – linhagem RAW 264.7 
 O ensaio de densidade celular com Cristal Violeta (CV) foi feito com 
adaptações a partir do protocolo descrito por (Gillies, Didier e Denton, 1986). Células 
da linhagem RAW 264.7 (1x104 células/poço) foram plaqueadas em placas de 96 
poços (Sarstedt, Cat. 833924, Alemanha) e após 24h expostas ao polissacarídeo CI 
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ou não (grupo controle) nas concentrações de 1, 10, 100 e 1000 μg/mL por 72h. Ao 
final do período as células foram fixadas com uma solução de Etanol:Ácido Acético 
Glacial:Água (50:49:1), e em seguida coradas por 10 minutos com 100 μL de CV 
0.2% (EMS, Cat. 12785, Estados Unidos) diluído em 5% de Etanol. O conteúdo dos 
poços foi removido e lavado por 2x com água destilada, e o corante restante foi 
eluído com uma solução de Ácido Acético Glacial a 33% em água destilada, 
procedendo-se para leitura de absorbância em leitor de microplacas (Bioteck, 
Epoch) em comprimento de onda de 570 nm. O experimento foi realizado em 
quadruplicata biológica e quadruplicata técnica em cada ensaio. 
 
4.16 Fagocitose – linhagem RAW 264.7 
 Células da linhagem RAW 264.7 (4x104 células/poço) foram plaqueadas sobre 
lamínulas circulares de vidro (kasvi, Cat. K5-0013, Brasil)  previamente posicionadas 
em placas de 24 poços (Sarstedt, Cat. 833922500, Alemanha). Após 24h foram 
expostas ao polissacarídeo CI ou não (grupo controle) na concentração de 100 
μg/mL por 72h. Ao final do período de tratamento, 1x106 partículas de levedura 
previamente marcadas com FITC (como descrito abaixo) foram adicionadas aos 
poços. Após 2h as células foram então fixadas com paraformoldeído 2% diluído em 
PBS, procedendo-se para marcação do citoesqueleto de actina com ActinGreen 
(Thermo Fisher, Cat. R37110, Massachusetts, Estados Unidos) e do núcleo das 
células com DAPI (Invitrogen, Cat. D1306, Estados Unidos). Imagens de cinco 
campos representativos das lamínulas foram adquiridas na objetiva de 20x no 
microscópio confocal Nikon A1R MP+. Empregando o software Fiji ImageJ 
(Schindelin et al., 2012) o número de células e partículas marcadas foi contado, e o 
resultado foi obtido pela divisão do número de partículas pelo número de células. O 
experimento foi realizado em duplicata biológica e duplicata técnica em cada ensaio. 
 Para a marcação prévia das leveduras com FITC, 2x108 partículas de 
levedura foram solubilizadas em PBS e incubadas em Banho-Maria a 57ºC por 2h 
para inativação. Após esse período, adicionou-se FITC a 10 mg/mL (Sigma, Cat. 
F4274, Alemanha) diluído em dimetilsulfóxido a fim de obter uma concentração final 
de 0.5 mg/mL, e a solução foi incubada por 1h a temperatura ambiente, protegida da 
luz, em agitação leve. Após esse período as leveduras foram centrifugadas a 1800 
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RPM por 5 minutos e ressuspendidas em PBS, processo o qual foi repetido 3 vezes. 
Essa solução foi mantida em congelador até o uso. 
 
4.17 Perfil de citocinas – linhagem RAW 264.7 
 Citocinas presentes no sobrenadante de cultivo da linhagem RAW 264.7 
foram analisadas empregando o kit CBA Mouse Inflammation (BD, Cat. 552364, 
Estados Unidos). As citocinas analisadas foram IL-6, IL-10, MCP-1, IFN-y, TNF e IL-
12p70. 
Células da linhagem RAW 264.7 (1x104 células/poço) foram plaqueadas em 
placas de 96 poços (Sarstedt, Cat. 833924, Alemanha) e após 24h expostas ao 
polissacarídeo CI ou não (grupo controle) na concentração de 100 μg/mL por 24 ou 
72h. Lipopolissacarídeo (LPS; Sigma, Cat. L2630, Estados Unidos) na concentração 
de 500 ng/mL foi adicionado 16h antes do término do experimento em poços que 
serviram como controle positivo, assim como em poços previamente tratados com o 
polissacarídeo CI, resultando nos grupos Controle, CI, LPS e CI+LPS. Ao final do 
período de tratamento, o sobrenadante de cada poço foi coletado em microtubos de 
centrífuga, e 50 μL de cada amostra foi utilizado para a anáise. O procedimento 
experimental para quantificação foi realizado conforme orientações do fabricante do 
kit de CBA. As amostras foram adquiridas no citômetro de fluxo BD FacsVerse (BD, 
Estados Unidos), e o resultado analisado empregando o software FCAP Array (BD, 
Estados Unidos). Os experimentos foram realizados em duplicata biológica para a 
análise de 24h de tratamento e em triplicata biológica para a análise de 72h. Todos 
os ensaios foram realizados em duplicata técnica, e ao final do período de 
tratamento o sobrenadante dos poços de cada duplicata técnica foi coletado em um 
mesmo microtubo para análise. 
 
4.18 Perfil de citocinas – in vivo 
O perfil de citocinas resultantes da comunicação entre o sistema imune dos 
animais, células tumorais e o polissacarídeo CI foi analisado empregando o kit CBA 
Mouse Inflammation (BD, Cat. 552364, Estados Unidos). As citocinas analisadas 
foram IL-6, IL-10, MCP-1, IFN-y, TNF e IL-12p70. 
Camundongos fêmeas C57Bl/6 foram tratados com o polissacarídeo CI na 
dose de 50 mg/Kg ou com PBS por 24h, sendo então inoculados com células da 
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linhagem B16-F10 conforme descrito no item 4.5. Os camundongos continuaram a 
ser tratados diariamente, e após 24h e 72h da inoculação das células os animais 
foram anestesiados, tiveram o sangue coletado via punção cardíaca e foram 
eutanasiados. O sangue coletado foi centrifugado a 1800 RPM por 5 minutos, e o 
sobrenadante resultado da coagulação foi coletado e processado para quantificação 
de citocinas conforme orientações do fabricante do kit de CBA. As amostras foram 
adquiridas no citômetro de fluxo BD FacsVerse, e o resultado analisado empregando 
o software FCAP Array (BD, Missouri, Estados Unidos). O N amostral de cada grupo 
e em cada tempo de tratamento foi de 5 animais por grupo. 
 
4.19 Ensaio de killing – células Natural Killer 
 A análise da capacidade de killing de células Natural killer (NK) foi realizada 
empregando células NK como efetoras, as quais foram isoladas do baço de 
camundongos C57BL/6, e células da linhagem B16-F10 como células alvo. 
 Camundongos C57BL/6 foram pré-tratados com CI a 50 mg/mL ou PBS 
(grupo controle) por 24h por via I.P., seguido então de inoculação de 5x105 células 
B16-F10 na veia caudal lateral desses animais a fim de recriar a comunicação 
celular observada nos ensaios in vivo anteriores. Os camundongos foram então 
tratados diariamente com CI ou PBS por mais 72h. Ao final desse período, como 
descrito no item 4.4, os camundongos foram anestesiados e eutanasiados via 
deslocamento cervical, e o baço dos animais foram coletados e mantidos em meio 
DMEM a 4ºC contendo 1% de SFB e então macerados com o auxílio do êmbolo de 
seringas. O conteúdo foi então filtrado empregando cell strainers de membrana de 
70 μm (Corning, Cat. 431751, Estados Unidos). O conteúdo filtrado foi centrifugado a 
1500 RPM por 5 minutos a 4ºC. A partir desse pellet, células NK foram isoladas por 
seleção negativa empregando o kit MACS NK Cell Isolation Kit (Miltenyi Biotec, Cat. 
130-115-818, Alemanha) seguindo o protocolo descrito pelo fabricante. Após o 
isolamento, células NK e células B16-F10 foram incubadas no mesmo poço por 16h 
em placas com fundo em V (Kasvi, Cat. K30-5096V, Brasil), em diferentes razões 
(1:3, 1:6, 1:9 e 1:12; Célula efetora : Célula alvo) em meio RPMI 1640 (Thermo, Cat. 
E15840, Estados Unidos) suplementado com 10% de SFB, 1% de pirutavo de sódio 
(Sigma, Cat. P5280, Estados Unidos), 10 mM de HEPES (Sigma, Cat. 7365459, 
Estados Unidos), 0.1% de 2-mercaptoetanol (Thermo, Cat. 21985023, Estados 
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Unidos), rIL-15 (50 ng/mL; Miltenyi Biotec, Cat. 130-094-071, Alemanha) e 0.25 
μg/mL de penicilina e 0.25 μg/mL de estreptomicina (Sigma, Cat. P3539, Estados 
Unidos). Após o período de incubação, o conteúdo dos poços foi coletado em tubos 
de citômetro e as células NK foram marcadas com o anticorpo conjugado anti-mouse 
NK1.1 FITC (BD, Cat. 553164, Estados Unidos) por 30 minutos, seguido de lavagem 
por centrifugação a 1800 RPM por 3 minutos. Células em apoptose foram marcadas 
com Annexina-V PE (BD, Cat. 556421, Estados Unidos) e em necrose com 7AAD 
(BD, Cat. 559925, Estados Unidos). As amostras foram adquiridas no citômetro BD 
FacsVerse (BD, United States), e analisadas empregando o software FlowJo  
(FlowJo, Estados Unidos). A distinção entre células NK e B16-F10 foi feita pela 
marcação com FITC e pelos parâmetros de tamanho e granulosidade (FSC e SSC). 
Células positivas para Annexina V ou 7AAD foram consideradas como mortas. O N 
amostral dos grupos controle e CI foi de 3 animais por grupo. 
 
4.20 Análise estatística 
Todos os dados são mostrados como Mediana ± Intervalo Interquartil. 
Diferenças estatísticas entre os grupos foram analisadas empregando Teste de 
Mann Whitney, Anova ou Teste T com correção de Welch sem assumir desvio 
padrão igual. As análises foram feitas empregando o software Graph Pad Prisma 6. 
Valores de P < 0.05 foram considerados como estatisticamente significativos. A 
legenda de cada figura apresenta todas as especificações estatísticas. 
 
5. Resultados 
5.1 Detecção de LPS 
 A análide de possível contaminação do polissacarídeo com LPS foi avaliada 
por GC-MS. Como evidenciado pela Figura 9, diferentemente da amostra padrão de 
LPS (Figura 9A) que apresenta os picos cromatográficos em m/z 103 e 257 
(correspondentes à estrutura do lipídeo A no LPS), o polissacarídeo CI (Figura 9B) 





FIGURA 9 – DETECÇÃO DE LPS: A possível contaminação por LPS foi descartada através da 
análise e comparação dos picos cromatográficos característicos do lipídeo A (presentes na estrutura 
do LPS) e do polissacarídeo CI. (A) LPS. (B) CI. 
 
5.2 Avaliação do potencial antitumoral: experimentos in vivo com modelos de 
melanoma murino 
 Os modelos tumorais induzidos, de tumor sólido e de metástase experimental, 
foram empregados, utilizando para tanto a linhagem de melanoma murino B16-F10, 
a fim de avaliar o potencial atitumoral do polissacarídeo CI. Possíveis efeitos 
colaterais do tratamento diário com esse composto também foram avaliados nos 
ensaios in vivo. 
  
5.2.1 Escolha da dose para os estudos 
 A fim de eleger uma dose para realização dos demais ensaios in vivo, foi 
empregado o modelo de tumor sólido. 
 Como evidenciado na Figura 10, a dose de 50 mg/Kg foi capaz de diminuir a 
progressão tumoral, de forma estatisticamente significativa em relação ao controle, 
resultando em uma redução de 67,9% do peso tumoral (Figura 10D) e de 71,1% do 
volume tumoral final (Figura 10C), bem como mostrou uma nítida redução do volume 
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tumoral ao longo do tempo (Figura 10B). A massa dos rins, fígado, glândula adrenal 
e pulmões dos animais tratados não apresentaram diferenças em relação ao grupo 
controle, o que foi considerado como um possível indicativo de ausência de 
toxicidade (Figura 10E-H). Desta forma, a dose de 50 mg/Kg foi selecionada para os 
ensaios in vivo posteriores. 
 
FIGURA 10 – ESCOLHA DA DOSE PARA O DESENVOLVIMENTO DO TRABALHO: A 
determinação da dose do polissacarídeo para a execução dos ensaios in vivo foi realizada 
empregando o modelo de tumor sólido e as doses de 50 e 100 mg/Kg. (A) Design experimental. (B) 
Volume tumoral ao longo do tempo. *p=0.0199 (12º dia, Controle x CI 50 mg/Kg); ****p<0.0001 (13º-
15º dias; Controle x CI 50mg/Kg). (C) Volume tumoral final. *p=0.0159. (D) Peso tumoral. *p=0.0159. 
(E) Peso da glândula adrenal/peso corporal. (F) Peso do fígado/peso corporal. (G) Peso dos 
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pulmões/peso corporal. (H) Peso dos rins/peso corporal. Dados resultantes de um experimento 
biológico, mostrados como Mediana ± Intervalo interquartil (Controle, N=6; CI, N=5; camundongos 
machos). (B) Teste de Anova de duas vias com múltiplas comparações. (C-H) Teste de Mann 
Whitney. 
 
5.2.2 O tratamento com Dacarbazina associada ao CI não modifica a resposta 
ao quimioterápico  
 O modelo de tumor sólido induzido pela linhagem B16-F10 foi realizado, 
empregando o quimioterápico Dacarbazina (Dtic) de forma isolada ou em conjunto 
com o polissacarídeo, a fim de avaliar uma possível atividade conjunta do composto 
CI. Como evidenciado na Figura 11, tanto o tratamento com Dtic, quando com Dtic 
em combinação com CI, diminuíram significativamente o volume tumoral ao longo do 
tempo (Figura 11B), o volume tumoral final (Figura 11C), bem como o peso tumoral 
(Figura 11D), mas não foi possível evidenciar diferenças entre os grupos Dtic e Dtic 
+ CI. O tratamento utilizando apenas CI também diminuiu o volume tumoral ao longo 
do tempo (Figura 11B), repetindo o resultado do experimento de doses (Item 5.2.1). 
Os efeitos causados pelo quimioterápico eram claramente visíveis no 
comportamento dos animais tratados, resultando em menor locomoção, pelagem 
eriçada, menor temperatura corporal e postura corporal arqueada. Nenhum desses 
efeitos foi observado nos animais que receberam apenas PBS ou apenas CI. Porém, 
nos parâmetros de peso observados (Figura 11 E-H) não foi possível ver um efeito 




FIGURA 11 – CI NÃO MODIFICA A ATIVIDADE ANTITUMORAL DO QUIMIOTERÁPICO DTIC: O 
efeito do tratamento diário com 50 mg/Kg do polissacarídeo CI e sua combinação com Dtic foram 
avaliados empregando o modelo de tumor sólido. (A) Design experimental. (B) Volume tumoral ao 
longo do tempo. ****p<0.0001 (15º dia, Controle x Dtic e Controle x Dtic + CI); ***p<0.0008 (15º dia, 
Controle x CI 50mg/Kg). (C) Volume tumoral final. **p=0.0095 (Controle x Dtic); **p=0087 (Controle x 
Dtic+CI). (D) Peso tumoral. **p=0.0095 (Controle x Dtic); *p=0.0303 (Controle x Dtic+CI). (E) Variação 
do peso dos animais. *p=0.0173 (Controle x Dtic); **p=0.0043 (Controle x Dtic+CI); **p=0.0043 (Dtic x 
Dtic+CI); **p=0.0043 (Dtic x CI) (F) Peso do fígado/peso corporal. (G) Peso do pulmões/peso 
corporal. (H) Peso dos rins/peso corporal. Dados resultantes de um experimento biológico, mostrados 
como Mediana ± Intervalo interquartil (Controle e CI N=6; Dtic, N=4; Dtic + CI, N=4; camundongos 





5.2.3 O desenvolvimento de tumor sólido de melanoma é reduzido pelo 
tratamento com CI  
O modelo de tumor sólido foi novamente repetido, desta vez empregando 
apenas CI em sua dose previamente determinada e sem o quimioterápico Dtic. 
 O conjunto de dados de quatro experimentos biologicamente independentes 
mostra que desde o 7º dia de tratamento diário com o polissacarídeo CI (iniciado 
cinco dias após a inoculação celular, portanto 12º dia de experimento) o composto 
reduziu de forma estatisticamente significativa a progressão tumoral em 40,47% 
(Figura 12B) em relação ao grupo controle. O volume final (Figura 12D) e o peso 
final (Figura 12E) dos tumores também foram significativamente reduzidos com o 
tratamento (59,10% e 37,79%, respectivamente). O fígado e o baço dos animais 
tratados apresentaram maior peso do que nos animais do grupo controle (Figura 12F 
e 12H, respectivamente). Estes resultados nos levaram a avaliar se o composto 
seria capaz de interferir no tratamento de quimioterapia, bem como alterar a alta 






FIGURA 12 – CI DIMINUI O DESENVOLVIMENTO DO TUMOR SÓLIDO: O efeito do tratamento 
diário com 50 mg/Kg do polissacarídeo CI foi avaliado empregando o modelo de tumor sólido. (A) 
Design experimental. (B) Volume tumoral ao longo do tempo. *p=0.0141 (12º dia); ****p<0.0001 (13º-
15º dias). (C) Tumores. (a-b) Controle. (c-d) CI 50 mg/Kg. (D) Volume tumoral final. ***p=0.0002. (D) 
Peso tumoral. **p=0.0071. (F) Peso do fígado / peso corporal (%) *p=0.0145 (G) Peso do pulmão / 
peso corporal (%) (H) Peso dos rins / peso corporal (%) (I) Peso do baço / peso corporal (%) *p= 
0.0174.  Dados resultantes de quatro experimentos biologicamente independentes, mostrados como 
Mediana ± Intervalo interquartil (Controle, N=26; CI, N=24; camundongos machos). (B) Teste de 




5.2.4 A formação de tumores primários induzida pelo modelo de metástase 
experimental de melanoma murino e câncer de mama humano é reduzida pelo 
tratamento com CI 
 A progressão de tumores para o estágio metastático é responsável por mais 
de 90% das mortes relacionadas ao câncer (Lambert, Pattabiraman e Weinberg, 
2016), sendo desta forma de grande interesse a busca por compostos que interfiram 
nesse processo. Para este estudo empregando o modelo de metástase experimental 
induzido pela linhagem B16-F10 e a capacidade do composto CI em reduzir o 
desenvolvimento metastático foi avaliada. 
 O pré-tratamento com CI a 50 mg/Kg 24h antes da inoculação celular da 
linhagem B16-F10, seguido do tratamento diário por mais 20 dias reduziu de forma 
estatisticamente significativa a área colonizada por células tumorais dos pulmões 
dos animais tratados (77.03% menos áreas de metástase em relação ao controle; 
Figura 13C), efeito evidente na comparação das imagens e na histologia dos 
pulmões do grupo controle (Figura 13Ba-d e Figura 13Da-d) com o grupo tratado 




FIGURA 13 – A COLONIZAÇÃO PULMONAR É DIMINUÍDA PELO TRATAMENTO COM CI (21 
DIAS): A capacidade do composto CI em diminuir o desenvolvimento de tumores primários induzidos 
pelo modelo de metástase experimental foi avaliada empregando o modelo de metástase 
experimental com 21 dias de tratamento diário. (A) Design experimental. (B) Pulmões. (a-d) Controle. 
(e-h) CI. (C) Área pulmonar colonizada total. ***p=0.0002. (D) Histologia dos pulmões. (a-d) Controle. 
(e-h) CI. Dados resultantes de um experimento biológico, mostrados como Mediana ± Intervalo 
interquartil (Controle, N=12; CI, N=9; camundongos fêmeas). (C) Teste de Mann Whitney. 
  
 A fim de compreender como o polissacarídeo afeta o desenvolvimento 
metastático, buscou-se avaliar os dias iniciais do modelo de metástase experimental, 
empregando o imageamento de tumores pelo sistema IVIS (conforme descrito em 
Material e Métodos). Novamente, após 24h de pré-tratamento com o polissacarídeo 
CI, células B16-F10 foram inoculadas pela veia caudal dos camundongos. No 
entanto para essa abordagem foram utilizadas células que expressam luciferase, 
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enzima capaz de converter a luciferina gerando bioluminescência, que é captada 
pelo sistema de imageamento in vivo (IVIS). Os resultados mostraram que não foi 
observado diferença na distribuição das células entre os grupos controle e tratado, 
como evidenciado pela captura de bioluminescência 2h após a inoculação das 
células (Figuras 14B e 14C, camundongos fêmeas [2h], e Figuras 15B e 15C, 
camundongos machos [2h]). Na captura subsequente de imagens feita 9 dias pós 
inoculação, os camundongos tratados com CI apresentaram visualmente menor 
número de células tumorais do que o grupo controle (Figuras 14B e 14C, 
camundongos fêmeas [9d], e Figura 15B e 15C, camundongos machos [9d]). Ao 
final do experimento, a análise ex vivo dos órgãos dos camundongos fêmeas e 
machos tratados com CI (Figuras 14D e 15D, respectivamente) apresentaram 
redução no número de células tumorais em relação ao grupo controle, como 
observado pelos valores de bioluminescência. Este fenômeno é estatisticamente 
significativo no baço e no pâncreas dos camundongos fêmeas e nos rins dos 
camundongos machos. A incidência de focos metastáticos nos órgãos dos animais 
tratados com CI também foi reduzida em relação ao grupo controle em todos os 
órgãos com exceção dos pulmões, que tiveram presença similar (Figura 14E e 15E), 




FIGURA 14 – DIMINUIÇÃO DO DESENVOLVIMENTO DE METÁSTASES EM CAMUNDONGOS 
FÊMEAS: Empregando o sistema de imageamento in vivo IVIS foi possível avaliar o efeito do 
tratamento diário com CI no modelo de metástase experimental em camundongos fêmeas com o uso 
de células que expressam luciferase, conforme descrito em Material e Métodos. (A) Design 
experimental. (B) Controle. (C) CI. (D) Bioluminescência dos órgãos ex vivo. *p=0.0286 (Baço); 
*p=0.0286 (Pâncreas). (E) Presença de focos metastáticos no órgão especificado. Dados resultantes 
de um experimento biológico, mostrados como Mediana ± Intervalo interquartil (Controle, N=5; CI, 




FIGURA 15 – DIMINUIÇÃO DO DESENVOLVIMENTO DE METÁSTASE EM CAMUNDONGOS 
MACHOS: Empregando o sistema de imageamento in vivo IVIS o efeito do tratamento diário com CI 
foi avaliado no modelo de metástase experimental em camundongos machos, com o uso de células 
que expressam luciferase, conforme descrito em Material e Métodos. (A) Design experimental. (B) 
Controle. (C) CI. (D) Bioluminescência dos órgãos ex vivo. *p=0.0317. (E) Presença de focos 
metastáticos no órgão especificado. Dados resultantes de um experimento biológico, mostrados como 
Mediana ± Intervalo interquartil (Controle, N=5; CI, N=5; camundongos machos). (D) Teste de Mann 
Whitney. 
 
Ao repetir o modelo de metástase experimental induzido pela linhagem B16-
F10 e finalizar o ensaio após 9 dias após inoculação das células tumorais – mesmo 
tempo da captura de bioluminescência via IVIS que já demonstrava diminuição da 
progressão metastática – foi possível evidenciar significativa redução. Como 
demonstrado pela Figura 16, os pulmões de camundongos C57BL/6 pré-tratados por 
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24h com CI, inoculados com a linhagem B16-F10 pela veia caudal lateral e tratados 
diariamente por mais 9 dias, apresentou 74,79% menos focos metastáticos do que o 
grupo controle (Figura 16C). 
 
FIGURA 16 – DIMINUIÇÃO DE FOCOS METASTÁTICOS (9 DIAS): A modulação da progressão 
metastática pelo composto CI foi avaliada após um período reduzido de tratamento, empregando o 
modelo de metástase experimental. (A) Design experimental. (B) Pulmões. (a-d) Controle. (e-i) CI. (C) 
Número de focos metastáticos. *p=0.0317. Dados resultantes de um experimento biológico, 
mostrados como Mediana ± Intervalo interquartil (Controle, N=4; CI, N=5; camundongos fêmeas). (C) 
Teste de Mann Whitney. 
  
Empregando a linhagem MDA-MB-231-luc avaliou-se a capacidade 
antitumoral do composto CI em outro modelo tumoral, em câncer de mama humano. 
O pré-tratamento de 24h com CI na dose de 50 mg/Kg seguido de tratamento diário 
por mais 27 dias após a inoculação das células na veia caudal de camundongos 
NSG também mostrou-se efetivo em diminuir o desenvolvimento de metástases 
(Figura 17). De forma similar ao modelo de melanoma murino, após 9 dias da 
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inoculação das células, camundongos tratados com CI já apresentavam uma 
aparente redução de focos metastáticos, como demonstrado pela diminuição da 
bioluminescência capturada pelo equipamento IVIS (Figura 17B). No imageamento 
seguinte (16º dia) essa redução passou a ser estatisticamente significativa, sendo 
que tal diminuição significativa se repetiu em todas as capturas de bioluminescência 
seguintes (Figura 17C), assim como na análise ex-vivo dos pulmões dos 
camundongos ao final do experimento (Figura 16E), com o grupo tratado com CI 
apresentando uma diminuição de 68.2% na quantidade de focos metastáticos. Os 
demais órgãos analisados de forma ex vivo não apresentaram bioluminescência em 






Figura 17 – CI REDUZ O DESENVOLVIMENTO TUMORAL EM CÂNCER DE MAMA HUMANO: 
Empregando células que expressam luciferase e o sistema IVIS, o efeito do tratamento diário com CI 
foi avaliado no modelo de metástase experimental em câncer de mama humano. (A) Design 
experimental. (B) Captura de bioluminescência ao longo do tempo. (C) Análise da bioluminescência 
ao longo do tempo. ***p=0.0002 (17º dia); ****p<0.0001 (21º dia); *p=0.0499 (24º dia); **p=0.0019 
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(27º dia). (D) Bioluminescência dos pulmões ex vivo. (E) Análise da bioluminescência dos pulmões ex 
vivo. ***p=0.0003. Dados resultantes de um experimento biológico, mostrados como Mediana ± 
Intervalo interquartil (Controle, N=10; CI, N=10; camundongos fêmeas). (C) e (E) Teste de Mann 
Whitney. 
5.2.5 O tratamento diário com CI não induz efeitos colaterais detectáveis pelos 
métodos empregados 
A grande quantidade de efeitos colaterais nas diferentes abordagens de 
tratamento do câncer, e do melanoma, é um desafio clínico a ser superado 
(Kroschinsky et al., 2017). A fim de avaliar se os efeitos antitumorais observados 
para o composto CI são acompanhados de efeitos colaterais, foram realizadas 
análises das variações de peso, tanto corporal, quanto dos órgãos dos animais, bem 
como avaliações dos parâmetros bioquímicos e, também, o hemograma em 
diferentes regimes de tratamento e condições. 
Os resultados mostraram que os animais que foram pré-tratados com CI a 50 
mg/Kg por 24h, seguidos pela inoculação com células da linhagem B16-F10 na veia 
caudal e tratados diariamente por mais 72h com o composto, não apresentaram 
alteração significativa da massa corporal em relação ao grupo controle, assim como 
não tiveram alterações significativas na massa dos pulmões, rins e coração, como 
evidenciado na Tabela 2. A massa do baço e do fígado dos animais tratados 
apresentou aumento significativo em relação ao grupo controle (34,31% e 12,99% 
respectivamente). Apesar do aumento da massa destes órgãos nos animais 
tratados, a análise bioquímica dos níveis de aspartato aminotransferase, creatinina e 
















Tabela 2: Avaliação de possíveis efeitos colaterais com o tratamento de CI por 96h 
  
Parâmetro Unidade Controle CI Valor de P 
Regime de tratamento: 96h     
Variação da massa corporal % 6,642 ± 2,904 6,269 ± 3,104 0,6667 
Massa dos pulmões/massa 
corporal % 0,9055 ± 0,06421 0,9046 ± 0,08212 0,8016 
Massa do baço/massa corporal % 0,5785 ± 0,05522  0,7770 ± 0,08916 * 0,0159 
Massa do fígado/massa 
corporal % 5,447 ± 0,2736 6,155 ± 0,4661 * 0,0317 
Massa dos rins/massa corporal % 1,320 ± 0,09495 1,412 ± 0,06529 0,3095 
Massa do coração/massa 
corporal % 0,5654 ± 0,03832 0,5191 ± 0,03079 0,2222 
Parâmetros bioquímicos     
Aspartato aminotransferase U/L 56,58 ± 29,6 47,57 ± 6,048 0,4000 
Creatinina mg/dL 0,36 ± 0,05477 0,34 ± 0,05477 >0,999 
Gama GT U/L 4,24 ± 2,057 5,0 ± 2,995 0,7857 
Análise de parâmetros fisiológicos e bioquímicos de camundongos tratados não (grupo controle) com 
50 mg/Kg de CI durante 96h. Células B16-F10 foram inoculadas na veia caudal 24h após o primeiro 
tratamento. Os dados são representados como Média ± Desvio Padrão e correspondem aos valores 
de 4 animais por grupo. Teste T de Mann Whitney realizado para análise estatística. FONTE: próprio 
autor (2020). 
Repetindo a abordagem experimental anterior, mas com regime de tratamento 
de 9 dias após inoculação das células, animais tratados com CI não apresentaram 
alteração significativa da massa corporal, da massa dos rins, fígado e pulmões, em 
relação ao grupo controle, apresentando apenas aumento significativo da massa do 
baço (25,18%; Tabela 3). A análise bioquímica dos níveis de fosfatase alcalina, 
















Tabela 3: Avaliação de possíveis efeitos colaterais com o tratamento de CI por 10 dias. 
Parâmetro Unidade Controle CI Valor de P 
Regime de tratamento: 10 
dias     
Variação da massa corporal % 8,05 ± 2,644 11,37 ± 2,538 0,0952 
Massa dos pulmões/massa 
corporal % 0,7799 ± 0,1211 0,7758 ± 0,1354 0,8016 
Massa do baço/massa corporal % 0,4915 ± 0,04467 0,6153 ± 0,04842 ** 0,0079 
Massa do fígado/massa 
corporal % 5,611 ± 0,4878 6,031 ± 0,4204 0,3095 
Massa dos rins/massa corporal % 1,216 ± 0,02170 1,233 ± 0,1568 0,6667 
Parâmetros bioquímicos     
Fosfatase alcalina U/L 95,88 ± 8,115 60,4 ± 5,662 0,0286 
Creatinina mg/dL 0,425 ± 0,05 0,35 ± 0,05774 0,2857 
Gama GT U/L 4,85 ± 2,068 5,833 ± 2,04 0,5714 
Análise de parâmetros fisiológicos e bioquímicos de camundongos tratados ou não (grupo controle) 
com 50 mg/Kg de CI durante 10 dias. Células B16-F10 foram inoculadas na veia caudal 24h após o 
primeiro tratamento. Os dados são representados como Média ± Desvio Padrão e correspondem aos 
valores de 4 animais por grupo. Teste T de Mann Whitney realizado para análise estatística. FONTE: 
próprio autor (2020). 
A análise de possíveis efeitos colaterais ocasionados por 21 dias de 
tratamento diário com CI durante o desenvolvimento do modelo de metástase 
experimental demonstraram uma variação negativa do peso corporal dos 
camundongos controle (em média -1,298 g) e um aumento do peso dos animais 
tratados (em média +1,375 g), como evidenciado na Tabela 4. A massa dos pulmões 
dos animais controle foi 57,54% maior do que dos camundongos tratados. O peso 
do baço e do fígado dos animais tratados com CI também foi aumentada em relação 
ao grupo controle (24,83% e 18,82% respectivamente). Apesar dessas variações 
encontradas, nenhum dos parâmetros bioquímicos apresentou diferenças 
significativas entre grupo controle e tratado, possivelmente indicando ausência de 
efeitos colaterais significativos. Da mesma forma, não foram identificadas diferenças 











Tabela 4: Avaliação de possíveis efeitos colaterais com o tratamento de CI por 22 dias. 
Parâmetro Unidade Controle CI Valor do P 
Regime de tratamento: 22 dias 
Variação da massa corporal % - 1,298 ± 2,027 + 1,375 ± 0,6455 *** 0,0005 
Massa dos pulmões/massa 
corporal % 2,224 ± 1,135 0,9443 ± 0,1482 ** 0,0011 
Massa do baço/massa corporal % 0,421 ± 0,09374 0,5601 ± 0,05745 ** 0,0022 
Massa do fígado/massa 
corporal % 5,215 ± 0,4865 6,424 ± 0,4598 **** <0,0001 
Massa dos rins/massa corporal % 1,527 ± 0,09001 1,512 ± 0,04374 0,7102 
Parâmetros bioquímicos 
Alanina aminotransferase U/L 45,84 ± 11,27 54,53 ± 7,751 0,1419 
Aspartato aminotransferase U/L 130,2 ± 53,05 179,6 ± 48,84 0,1079 
Creatinina mg/dL 0,375 ± 0,04629 0,3667 ± 0,05164 >0,9999 
Ureia mg/dL 59,88 ± 5,802 51,95 ± 5,685 0,0593 
Colesterol total mg/dL 81,49 ± 4,041 75,85 ± 6,95 0,1512 
Triglicerídeos mg/dL 100,9 ± 15,06 90,53 ± 23,36 0,3983 
VLDL mg/dL 20,19 ± 2,998 18,1 ± 4,704 0,3983 
Procalcitonina % 0,2443 ± 0,0336 0,2378 ± 0,03207 0,7193 
Contagem de células sanguíneas 
Leucócitos x103 / μL 6,088 ± 1,454 7,783 ± 1,534 0,1325 
Linfócitos x103 / μL 4,475 ± 0,9498 5,75 ± 1,343 0,0593 
Monócitos x103 / μL 0,125 ± 0,04629 0,15 ± 0,05477 0,5884 
Granulócitos x103 / μL 1,488 ± 0,7019 1,883 ± 0,5636 0,2278 
Parâmetros de hemácias 
Hemácias x106 / μL 8,237 ± 0,4923 7,775 ± 0,4598 0,0734 
Volume corpuscular médio fL 41,3 ± 1,223 40,67 ± 1,472 0,5589 
Hemoglobina corposcular 
média pg 12,09 ± 0,2673 11,8 ± 0,3162 0,1282 
Comprimento médio de célula 
vermelha % 15,79 ± 1,145 16,02 ± 0,5672 0,3817 
Parâmetros de plaquetas 
Plaquetas x103 / μL 421,5 ± 53,71 395,5 ± 52,76 0,4715 
Volume plaquetário médio fL 5,8 ± 0,1309 6,033 ± 0,3141 0,1275 
Comprimento médio de 
plaqueta % 14,74 ± 0,1847 14,9 ± 0,2757 0,3124 
Análise de parâmetros fisiológicos, bioquímicos e hemograma de camundongos tratados ou não 
(grupo controle) com 50 mg/Kg de CI durante 22 dias. Células B16-F10 foram inoculadas na veia 
caudal 24h após o primeiro dia de tratamento com CI. Os dados são representados como Média ± 
Desvio Padrão e correspondem aos valores de no mínimo 6 animais por grupo. Teste T de Mann 
Whitney realizado para análise estatística. 
 
Possíveis efeitos colaterais causados pelo tratamento com CI também foram 
avaliados em animais que não foram inoculados com células tumorais. 
Camundongos tratados diariamente com 50 mg/Kg de CI por 7 dias não 
apresentaram diferenças em relação ao grupo controle quanto a massa corporal, 
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massa dos órgãos (baço, pulmões, fígado, rins e coração), assim como não diferiram 
em relação aos parâmetros bioquímicos e hematológicos analisados (Tabela 5). 
 
Tabela 5: Avaliação de possíveis efeitos colaterais com o tratamento de CI por 7 dias em animais não 
portadores de tumores. 
Parâmetro Unidade Controle CI Valor de P 
Regime de tratamento: 7 dias 
Variação da massa corporal % -0,1893 ± 0,6595 -0,3893 ± 2,381 0,7 
Massa do baço/massa corporal % 0,4002 ± 0,02926 0,6578 ± 0,02567 0,1 
Massa dos pulmões/massa 
corporal % 1,241 ± 0,2505 1,016 ± 0,1802 0,7 
Massa do fígado/massa 
corporal % 5,351 ± 0,4217 5,841 ± 0,6258 0,4 
Massa dos rins/massa corporal % 1,278 ± 0,02018 1,274 ± 0,02437 0,7 
Massa do coração/massa 
corporal % 0,7483 ± 0,07498 0,6332 ± 0,05289 0,1 
Parâmetros bioquímicos 
Ureia nitrogenada mg/dL 19 ± 2 17 ± 1,732 0,3 
Fosfato mg/dL 10,7 ± 2,536 11,3 ± 1,735 0,9 
Bilirubina mg/dL 0,3667 ± 0,05774 0,2667 ± 0,06667 0,4 
Amilase U/L 1884 ± 20,79 1766 ± 636,1 0,7 
Procalcitonina % 0,4 ± 0,05292 0,6067 ± 0,02887 0,1 
Contagem de células sanguíneas 
Neutrófilos % 7,2 ± 2,606 8,637 ± 4,477 0,7 
Linfócitos % 83,8 ± 3,659 72,4 ± 1,852 0,1 
Monócitos % 7,4 ± 1,127 18,7 ± 4,506  0,1 
Eosinófilos % 1,533 ± 0,5508 1,133 ± 0,4163 0,5 
Contagem de hemácias 
Hemácias M/μL 10,36 ± 0,8179 9,69 ± 0,3012 0,4 
Hemoglobina g/dL 15,77 ± 1,21 14,83 ± 0,4041 0,5 
Hematócrito % 56,27 ± 4,788 52,8 ± 1,652 0,5 
Volume corpuscular médio fL 54,3 ± 0,6083 54,5 ± 0,3606 0,7 
Parâmetro de plaquetas 
Plaquetas K/μL 628,3 ± 64,29 932,7 ± 66,94 0,1 
Comprimento médio de 
plaqueta fL 7,567 ± 0,5132 7,8 ± 0,5196 >0,9999 
Volume plaquetário médio fL 6,3 ± 0,2646 6,533 ± 0,2082 0,3 
Taxa de plaquetas de alto 
volume % 3,5 ± 1,572 4,7 ± 1 0,4 
Análise de parâmetros fisiológicos, bioquímicos e hemograma de camundongos tratados com não 
(grupo controle) com 50 mg/Kg de CI durante 7 dias. Os dados são representados como Média ± 
Desvio Padrão e correspondem aos valores de 3 animais por grupo. Teste T de Mann Whitney 
realizado para análise estatística. FONTE: próprio autor (2020). 
De forma semelhante, após 14 dias de tratamento diário com CI nos animais 
não portadores de tumores (sem inoculação de células tumorais), os camundongos 
tratados não apresentaram diferenças na massa corporal, bem como na massa dos 
103 
 
órgãos (baço, pulmões, fígado, rins e coração), assim como não tiveram diferenças 
nos parâmetros de hemograma analisados (Tabela 6). 
Tabela 6: Avaliação de possíveis efeitos colaterais com o tratamento de CI por 14 dias em animais 
não portadores de tumores. 
Parâmetro Unidade Controle CI Valor de P 
Regime de tratamento: 14 dias 
Variação da massa corporal % 1,327 ± 2,130 0,2559 ± 5,316 0,9 
Massa do baço/massa corporal % 0,3894 ± 0,07443 0,5898 ± 0,05878 0,2 
Massa dos pulmões/massa 
corporal % 0,9968 ± 0,1770 1,2 ± 0,06573 0,2 
Massa do fígado/massa 
corporal % 4,746 ±0,3131 5,635 ± 0,8901 0,2 
Massa dos rins/massa corporal % 1,171 ± 0,1077 1,313 ± 0,07189 0,4 
Massa do coração/massa 
corporal % 0,4526 ± 0,05871 0,7206 ± 0,02911 0,1 
Contagem de células sanguíneas 
Neutrófilos % 9,3 ± 0,8485 11,87 ± 4,007 0,4 
Linfócitos % 76,6 ± 6,788 63,13 ± 12,33 0,4 
Monócitos % 13,3 ± 5,798 22,93 ± 12,01 0,4 
Eosinófilos % 0,75 ± 0,07071 1,933 ± 1,137 0,2 
Contagem de hemácias 
Hemácias M/μL 10,05 ± 0,5382 8,5 ± 2,212 0,4 
Hemoglobina g/dL 15,27 ± 0,9866 12,9 ± 3,195 0,4 
Hematócrito % 52,9 ± 4,279 44,27 ± 11,93 0,4 
Volume corposcular médio fL 52,6 ± 1,493 51,97 ± 0,6658 0,7 
Parâmetros de plaquetas 
Plaquetas K/μL 632,7 ± 156,1 908,7 ± 574,2 0,7 
Comprimento médio de 
plaqueta fL 8,167 ± 0,2517 8,2 ± 0,6557 0,9 
Volume plaquetário médio fL 6,8 ± 0,2 6,733 ± 0,3512 0,9 
Taxa de plaquetas de alto 
volume % 6,367 ± 1,258 6,133 ± 1,604 0,9 
Análise de parâmetros fisiológicos, bioquímicos e hemograma de camundongos tratados ou não 
(grupo controle) com 50 mg/Kg de CI durante 14 dias. Os dados são representados como Média ± 
Desvio Padrão e correspondem aos valores de 3 animais por grupo. Teste T de Mann Whitney 
realizado para análise estatística. FONTE: próprio autor (2020). 
5.3 Modulações de dinâmicas associadas à progressão tumoral 
 Dado os resultados antitumorais observados com o tratamento com o 
polissacarídeo CI, dinâmicas celulares associadas à progressão tumoral da 
linhagem B16-F10 foram avaliadas frente ao tratamento in vitro com o composto. 
 
5.3.1 A adesão da linhagem B16-F10 é alterada pelo tratamento com CI 
 A adesão célula-célula e célula-matriz extracelular são altamente alteradas 
em células malignizadas, possibilitando o desenvolvimento de diferentes etapas da 
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progressão tumoral, como a metástase (Farahani et al., 2014), tornando essa 
dinâmica um possível alvo terapêutico. O pré-tratamento por 72h da linhagem B16-
F10 com 100 μg/mL de CI, levou a um aumento, de forma estatisticamente 
significativa, na adesão das células sobre Matrigel, em 11,7% (Figura 18A). A 
adesão sobre plástico, colágeno I e fibronectina não foi alterada. Da mesma forma, a 
adesão de células B16-F10 sobre os diferentes componentes da MEC previamente 
incubados com CI por 24h não foi alterada (Figura 18B). 
 
FIGURA 18 – ANÁLISE DE INTERFERÊNCIA DO TRATAMENTO COM CI SORE A ADESÃO DAS 
CÉLULAS DE MELANOMA MURINO A DIFERENTES SUBSTRATOS: Possíveis modulações na 
capacidade de adesão da linhagem B16-F10 em diferentes substratos após o tratamento com 100 
μg/mL de CI por 72h ou após o tratamento dos substratos foram avaliadas. (A) Pré-tratamento das 
células. *p=0.0286. (B) Pré-tratamento dos substratos. Dados resultantes de quatro experimentos 
biologicamente independentes (para Plástico, Matrigel e Colágeno I; 2 experimentos independentes 
para Fibronectina) com um mínimo de triplicata técnica em cada ensaio, mostrados como Mediana ± 
Intervalo interquartil. Teste de Mann Whitney. 
 
5.3.2 Tratamento com CI diminui a capacidade invasiva da linhagem B16-F10 
A capacidade invasiva é um dos traços selecionados durante a progressão 
tumoral que irão habilitar o processo metastático (Hanahan e Weinberg, 2011). 
Simulando o processo invasivo empregando uma barreira de Matrigel, observou-se 
que células B16-F10 tratadas com o polissacarídeo CI a 100 μg/mL por 72h tiveram 





FIGURA 19 – ANÁLISE DA INTERFERÊNCIA DO TRATAMENTO COM CI SOBRE A DINÂMICA 
DE INVASÀO CELULAR: Alterações da capacidade invasiva da linhagem B16-F10 após o 
tratamento com 100 μg/mL de CI por 72h foram avaliadas através da invasão por uma barreira de 
Matrigel. (A) Áreas representativas das membranas. (a) Controle. (b) CI. Citoplasma representado em 
verde (FITC); núcleo representado em azul (marcado com DAPI). (B) Análise dos ensaios de invasão 
celular realizados. Dados resultantes de três experimentos biologicamente independentes com 
duplicata técnica em cada ensaio, mostrados como Mediana ± Intervalo interquartil. Teste de Mann 
Whitney. 
 
5.3.3 Redução de glicoconjugados após o tratamento com CI 
 O padrão de glicosilação, como a quantidade de ácido siálico, é modulado por 
células tumoras a fim de promover dinâmicas celulares associados à progressão 
tumoral (Schultz, Swindall e Bellis, 2012). Baseado nisto, buscou-se avaliar 
possíveis alterações da glicosilação de células tratadas com 100 μg/mL por 72h. 
Observou-se uma redução estatisticamente significativa da marcação positiva com 




FIGURA 20 – ANÁLISE DA INTERFERÊNCIA DO TRATAMENTO COM CI SOBRE A 
QUANTIDADE DE GLICOCONJUGADOS DE MEMBRANA: O efeito do tratamento com 100 μg/mL 
de CI por 72h sobre a presença de glicoconjugados na membrana plasmática da linhagem B16-F10 
foi avaliado utilizando citometria de fluxo. (A) Análise da marcação com WGA. ***p=0.0007. (B) 
Histogramas de Média de Intensidade de Fluorescência. Dados resultantes de três experimentos 
biologicamente independentes, mostrados como Mediana ± Intervalo interquartil. Teste de Mann 
Whitney. 
 
5.4 Atividade imunomodulatória  
Baseado no papel determinante do sistema imune no desenvolvimento 
tumoral, bem como na descrição de atividades imunomodulatórias dos 
polissacarídeos, buscou-se avaliar se o composto CI poderia modular o sistema 
imune, bem como possíveis relações dessa modulação e sua atividade antitumoral. 
 
5.4.1 CI altera subpopulações do sistema imune presentes no baço 
O baço dos camundongos tratados com CI apresentaram aumento de peso 
em relação ao grupo controle, como demonstrado nos experimentos in vivo 
previamente descritos, o que poderia ser um indicativo da modulação de 
subpopulações do sistema imune ali presentes. Para avaliação dessa possível 
atividade, a imunofenotipagem do baço de camundongos C57BL/6 tratados 
diariamente com CI (50 mg/Kg) sem inoculação de células tumorais foi realizada 
empregando citometria de fluxo. 
 O baço dos animais tratados com CI apresentou aumento de 25.11% de peso 
em relação ao grupo controle. As populações CD3+ e CD11b+LyC+ apresentaram 
diminuição estatisticamente significativa em animais tratados com CI em relação ao 
grupo controle (Figura 21A e 21G) na ordem de 31,8% e 56,05% respectivamente. A 
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população CD11b+ apresentou aumento estatisticamente significativo de 48,11% 
(Figura 21F).  
 
FIGURA 21 – IMUNOFENOTIPAGEM DE CÉLULAS OBTIDAS DO BAÇO DE CAMUNDONGOS 
TRATADOS COM CI: Possíveis modulações em subpopulações de células imunológicas no baço de 
animais tratados com CI foram avaliadas por citometria de fluxo. (A) CD3+. **p=0.0079. (B) 
CD3+CD4+. (C) CD3+CD8+. (D) CD3+CD4+CD25+. (E) CD3+CD8+CD25+.  (F) CD11b+. 
**p=0.0079. (G) CD11b+Ly6C+ * p=0.0159. (H) CD11b+Ly6G+.  (I) Peso do baço/peso corporal. 
*p=0.0159. (J) Estratégia de gate. Dados resultantes de um experimento biológico, mostrados como 
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Mediana ± Intervalo interquartil (Controle, N=5; CI, N=5; camundongos fêmeas). Teste de Mann 
Whitney. 
5.4.2 O polissacarídeo CI não é citotóxico e não altera a proliferação da 
linhagem RAW 264.7 
 Baseado no aumento da população CD11b+ previamente observado, o qual 
poderia indicar um aumento de monócitos/macrófagos (Shi e Pamer, 2011), assim 
como em resultados prévios de ativação de macrófagos exercidas pelo composto CI, 
buscou-se avaliar se o polissacarídeo induzia outros efeitos na linhagem RAW 
264.7. Nas concetrações de 1, 10, 100 e 1000 μg/mL por 72h, o composto CI não 
diminuiu a viabilidade celular avaliada pela capatação do corante VN, assim como 
não alterou a densidade celular (Figura 22A e 22C). Na maior concentração, CI 
diminuiu a redução do corante MTT em 29,92% (Figura 22B). 
 
FIGURA 22 – VIABILIDADE E PROLIFERAÇÃO DA LINHAGEM RAW 264.7: O efeito do tratamento 
com CI nas concentrações de 1, 10, 100 e 1000 μg/mL por 72h na linhagem RAW 264.7 foi avaliado 
quanto a sua citotoxicidade e alteração de proliferação. (A) Captação do corante Vermelho Neutro. 
(B) Redução do MTT. ***p=0.0008. (C) Proliferação celular. Dados resultantes de quatro 
experimentos biologicamente independentes com triplicata técnica em cada ensaio, mostrados como 




5.4.3 A capacidade fagocítica é aumentada após o tratamento com CI 
 A atividade fagocítica é uma das competências do sistema imune inato 
exercida principalmente por macrófagos ativados (Rosales e Uribe-Querol, 2017). 
Desta forma buscou-se avaliar se ocorre ativação da linhagem RAW 264.7 induzida 
por CI, através desta mecânica funcional das células. A capacidade fagocítica das 
células tratadas com 100 μg/mL de CI por 72h foi aumentada em 173,73% em 
relação ao grupo controle (Figura 23B). 
 
FIGURA 23 – ANÁLISE DA FAGOCITOSE CELULAR DE MACRÓFAGOS TRATADOS COM CI: A 
possível atividade imunomoduladora de aumento da fagocitose celular da linhagem RAW 264.7, 
frente ao tratamento com 100 μg/mL por 72h de CI foi avaliada. (A) Áreas representativas das 
lamínulas. Células (a-d) Controle. (e-g) tratadas com CI. (B) Partículas internalizadas / macrófago. 
****p< 0.0001. Dados resultantes de dois experimentos biologicamente independentes com duplicata 
técnica em cada ensaio, mostrados como Mediana ± Intervalo interquartil. Teste de Mann Whitney. 
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5.4.4 As produções de MPC-1 e TNF são aumentadas após o tratamento com CI 
Com base nos resultados prévios demonstrando ativação da linhagem RAW 
264.7 com o composto CI, buscou-se determinar se essa atividade também resulta 
na modulação do perfil de produção de citocinas dessas células. A análise de 
citocinas do sobrenadante da cultura da linhagem RAW 264.7 após o tratamento por 
24h com 100 μg/mL do polissacarídeo CI apresentou um aumento da produção de 
TNF e MCP-1 em relação ao grupo controle (Figura 24A). De forma semelhante, em 
72h de tratamento TNF e MCP-1 apresentaram aumento estatisticamente 
significativo nos poços tratados com CI em relação ao grupo controle (Figura 24B). 
 
FIGURA 24 – ANÁLISE DA INTERFERÊNCIA DE CI SOBRE A PRODUÇÃO DE CITOCINAS IN 
VITRO: Possíveis alterações no perfil de citocinas produzidas pela linhagem RAW 264.7 após o 
tratamento com 100 μg/mL por 24 e 72h de CI foram avaliadas. (A) Citocinas pós 24h de tratamento. 
(B) Citocinas pós 72h de tratamento. Para TNF: **p=0.0015 (Controle x CI); ***p=0.0009 (CI x LPS); 
*p=0.0169 (CI x CI+LPS); **p=0.0031 (Controle x CI+LPS). Para MCP-1: *p=0.023 (Controle x CI); 
**p=0.033 (Controle x CI+LPS). Dados resultantes de dois experimentos biologicamente 
independentes para 24h e três experimentos biologicamente independentes para 72h, mostrados 
como Mediana ± Intervalo interquartil. Teste de Mann Whitney. 
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5.4.5 CI também induz aumento de MCP-1 in vivo 
O plasma de camundongos tratados com polissacarídeo CI e inoculados com 
a linhagem B16-F10 (24h de pré-tratamento com CI, seguido da inoculação de 
células e tratamento com o polissacarídeo por mais 24h) apresentou quantidades 
estatisticamente significativas maiores de MCP-1 do que o grupo controle (52.48%; 
Figura 25A). De forma semelhante, camundongos pré-tratados com CI por 24h, 
seguidos de inoculação de células e tratamento com o polissacarídeo por mais 72h 
apresentaram no plasma quantidades estatisticamente significativas maiores de 
MCP-1 do que o grupo controle (84,25%; Figura 25B). 
 
FIGURA 25 – ANÁLISE DA INTERFERÊNCIA DE CI SOBRE A PRODUÇÃO DE CITOCINAS IN 
VIVO: Possíveis alterações no perfil de citocinas obtidas do soro de camundongos tratados por 48h e 
96h com CI foram avaliadas (inoculação de células B16-F10 24h após o início do tratamento). (A) 
Citocinas pós 48h de tratamento. **p=0.0015 (B) Citocinas pós 96h de tratamento. **p=0.0090. Dados 
resultantes de um experimento biológico mostrados como Mediana ± Intervalo interquartil (para cada 
ensaio: Controle, N=4; CI, N=4; camundongos fêmeas). Teste de Mann Whitney. 
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5.4.6 A capacidade de killing de células NK obtidas de camundongos tratados 
com CI é aumentada  
 Células NK têm um papel fundamental na eliminação de células metastáticas 
(Rossi, Trindade e Souza-Fonseca-Guimaraes, 2020). Com base nas atividades 
antitumorais e imunomoduladoras observadas, buscou-se avaliar se o 
polissacarídeo CI induzia maior atividade de células NK. Células NK obtidas do baço 
de camundongos pré-tratados por 24h com CI, inoculados com a linhagem B16-F10 
e tratados por mais 72h induziram significativamente mais morte celular na linhagem 
B16-F10 do que células obtidas do grupo controle. Células NK de camundongos 
tratados com CI induziram 18,67% de morte celular, enquanto células obtidas do 
grupo controle induziram 10,77% (Figura 26A). 
 
FIGURA 26 – ENSAIO DE KILLING: A capacidade do tratamento in vivo com CI de alterar a 
atividade de killing da linhagem NK foi avaliada empregando células B16-F10 como alvo. (A) 
Capacidade de killing. *p=0.0230. (B) Controle. (C) CI. (B) e (C) são dot-plots de morte celular 
representativos do ensaio. Dados resultantes de um experimento biológico mostrados como Mediana 
± Intervalo interquartil (Controle, N=3; CI, N=3; camundongos fêmeas). Teste de Mann Whitney. 
6. DISCUSSÃO 
Nas últimas décadas o tratamento do melanoma metastático apresentou 
grandes avanços graças ao desenvolvimento e a combinação de terapias alvo e 
imunoterapias, gerando aumento de sobrevida dos pacientes. Apesar disso o 
estágio metastático do melanoma e de outros tipos de câncer continua a ser um 
grande desafio clínico, e os tratamentos hoje disponíveis são acompanhados de 
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efeitos colaterais debilitantes, adicionando mais uma camada de complexidade a 
esse panorama (Domingues et al., 2018). Neste cenário de necessidade de busca 
de novos compostos que solucionem ou amenizem essa situação, polissacarídeos 
de fontes naturais sinalizam como uma possível opção. 
Os primeiros ensaios in vivo do presente trabalho foram realizados 
empregando o modelo de tumor sólido, desenvolvido nos camundongos C57BL/6 
através da inoculação subcutânea da linhagem de melanoma murino B16-F10. Este 
tipo de modelo, denominado singênico - em que a linhagem celular empregada é da 
mesma origem que o animal – é de grande relevância na pesquisa de novas drogas 
antitumorais desde 1950, e ainda é amplamente utilizado devido a sua fácil 
reprodutibilidade e a capacidade de avaliar as interações de um sistema imune 
funcional com as células tumorais, sendo de especial interesse na busca de novos 
compostos imunoterápicos atuantes no melanoma (Sharma et al., 2015). A linhagem 
B16-F10 também é de grande valia quanto ao descobrimento de novas drogas, visto 
que ela não apresenta as duas mutações de ganho de função mais comuns no 
melanoma – BRAF e NRAS  (Castle et al., 2012) logo, tratamentos efetivos contra 
essa linhagem podem vir a superar as limitações impostas pelo panorama genético 
do melanoma metastático. 
Uma das dificuldades em iniciar ensaios in vivo com novos compostos, logo 
de mecanismo de ação, farmacocinética, farmacodinâmica e biodistribuição 
desconhecidos, como é o caso de polissacarídeos, é a definição da dose: a falta de 
conhecimento sobre sua atividade e a ausência de semelhanças estruturais com 
drogas disponíveis no mercado impede o uso de extrapolações alométricas (Sharma 
e McNeill, 2009). Desta forma, os relatos na literatura quanto ao uso de outros 
polissacarídeos em ensaios in vivo foram utilizados como base de aproximação para 
determinação de doses. 
As doses e os regimes de tratamento empregados variam enormemente na 
literatura de polissacarídeos, variando também com a via de administração, sendo 
que tratamentos por via intraperitoneal (como o empregado neste estudo) 
apresentam valores medianos quando comparados a via intravenosa (que apresenta 
menores valores) e a via oral (que apresenta os maiores valores). Em um modelo de 
tumor sólido da linhagem HT-29 em camundongos BALBc-nude, doses de 0.2, 1 e 5 
mg/Kg de lentinan β(1-3) D-glucose administradas via caudal por 21 dias de forma 
alternada foram suficientes para gerar diminuição do volume tumoral (Wang et al., 
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2016). Utilizando valores bem maiores de tratamento, um estudo com o modelo de 
sarcoma-180 e avaliando a atividade antitumoral de uma fucana sulfatada obtida de 
Ascophyllum nodosum, empregou doses de 50 mg/Kg (intraperitoneal) e 500 mg/Kg 
(gavagem), com tratamento diário por 10 dias, também resultando em diminuição do 
volume tumoral (Jiang et al., 2014). Em um estudo empregando um range de doses 
(50, 100 e 200 mg/Kg) administradas por via intraperitoneal com tratamento diário 
por 15 dias, um polissacarídeo obtido de Achyrantes bidentata no modelo de câncer 
de pulmão de Lewis em camundongos C57BL/6 diminuiu o volume tumoral de forma 
inversamente proporcional a dose, em que o menor valor administrado (50 mg/Kg) 
apresentou melhor efeito do que doses maiores (Jin et al., 2007). Desta forma, os 
valores de doses empregados no presente estudo (50 e 100 mg/Kg) e a posterior 
seleção da dose de 50 mg/Kg enquadram-se na distribuição observada na literatura 
científica de polissacarídeos.  
Dentro desse contexto e visto que a dacarbazina continua a ser o 
quimioterápico de escolha no tratamento do melanoma (Domingues et al., 2018), 
buscamos avaliar a atividade conjunta desta droga com o polissacarídeo CI no 
modelo de tumor sólido induzido pela linhagem B16-F10. A administração sozinha 
do quimioterápico, bem como a administração da dacarbazina com CI reduziram 
significativamente o volume e peso tumoral, porém, não foi possível observar 
diferenças entre esses dois grupos. Além da possibilidade de o composto CI não ter 
um efeito aditivo ou sinérgico com a dacarbazina, outra possível explicação é a do 
uso de uma dose muito grande do quimioterápico (80 mg/Kg, diário, por 10 dias), o 
que resultou em tumores extremamente menores que o grupo controle, 
impossibilitando dessa forma a observação de qualquer efeito induzido pelo 
polissacarídeo CI. Apesar de ser possível achar esse mesmo valor de dose na 
literatura para o modelo de tumor sólido da linhagem B16-F10, o tratamento é feito 
por períodos mais curtos, de cinco dias (Malvi et al., 2016). Doses menores também 
são utilizadas com eficácia no mesmo modelo tumoral, como 4.5 mg/Kg a cada dois 
dias (Faião-Flores et al., 2015), 40 mg/Kg por 13 dias consecutivos (Zhang et al., 
2017), e 50 mg/Kg a cada três dias (Pencheva et al., 2014). O estado de saúde dos 
animais tratados com Dtic também apresentou clara deterioração. Não foi possível 
observar diferenças entre esse estado nos grupos tratados apenas com Dtic e 
tratados com Dtic e CI, o que também poderia ser explicado pelo excesso na dose 
do quimioterápico usado, impedindo qualquer efeito protetor do polissacarídeo. 
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Logo, futuros experimentos buscando avaliar a atividade conjunta com esse 
quimioterápico devem ser feitos ajustando a dose dessa droga. 
Ao repetir o modelo experimental de tumor sólido para comprovar a atividade 
antitumoral do composto na dose de 50 mg/kg, foi evidenciado que o polissacarídeo 
CI foi capaz de diminuir de forma estatisticamente significativa o peso, o volume 
tumoral final e o crescimento tumoral ao longo do tempo do modelo de melanoma 
empregado. Estes são efeitos promissores dado a alta agressividade e rápida 
proliferação da linhagem B16-F10 em modelos in vivo, devido em parte a sua baixa 
imunogenicidade (Seliger et al., 2001), bem como do interesse em drogas capazes 
de retardar o avanço de tumores sólido inoperáveis, como pode ser o quadro de um 
paciente com melanoma (Nixon et al., 2018; Perez et al., 2019). 
Polissacarídeos de fontes variadas já demonstraram atividades auxiliares em 
combinação com quimioterápicos (Zong, Cao e Wang, 2012), como diminuindo o 
volume e peso tumoral quando em combinação com docetaxel em modelo de 
melanoma murino induzido pela linhagem B16-F10 (Yang, Xu e Suo, 2015), com 
paclitaxel no mesmo modelo e apresentando o mesmo efeito, além de gerar 
aumento de sobrevida de camundongos inoculados com células da linhagem de 
sarcoma 180 (Shin et al., 2004) e com ciclofosfamida, diminuindo o peso tumoral 
final de tumores sólidos de sarcoma 180 (Li et al., 2011). A atividade conjunta de 
polissacarídeos com quimioterápicos é de tamanha relevância que essa abordagem 
já foi empregada em estudos clínicos: o polissacarídeo K, um complexo de 
polissacarídeo com proteínas, obtido do cogumelo Trametes versicolor, quando 
administrado em conjunto com fluorouracil em pacientes com câncer de colon 
metastático, gerou aumento de sobrevida (Ito et al., 2004); no mesmo tipo de câncer, 
estudos clínicos empregando o polissacarídeo obtido da planta Astragalus 
membranaceus quando administrado em conjunto com fluorouracil aumentou a 
diminuição tumoral provacada pelo quimioterápico, bem como diminuiu os efeitos 
colaterais comumente observados (Lin et al., 2019).  
A cada dez pacientes que morrem em decorrência do câncer, nove óbitos 
ocorrem devido à progressão do processo metastático (Lambert, Pattabiraman e 
Weinberg, 2016), etapa na qual os tratamentos atualmente disponíveis são pouco 
eficazes, visto o acúmulo de características fenotípicas vantajosas e a grande 
heterogeneidade celular das células que completam com sucesso os complexos 
passos da metástase (Steeg, 2016). Devido a sua alta taxa de mutação, o 
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melanoma é um tipo de câncer que rapidamente progride para a invasão tecidual e 
colonização de novos tecidos e órgãos (Moran et al., 2017), drasticamente reduzindo 
a sobrevida dos pacientes (Hartman e Lin, 2019). Nesse contexto e com base nos 
promissores resultados prévios de redução da progressão do tumor sólido frente ao 
tratamento com CI, buscamos avaliar se o polissacarídeo também exerceria 
atividade antimetastática, simulando parte do processo empregando o modelo de 
metástase experimental. 
Diferentes abordagens in vitro podem ser empregadas para estudar os 
passos da cascata metastática, como os ensaios de migração e invasão, a 
capacidade de formação de colônias e a degradação de substratos por 
metaloproteinases (Menyhárt et al., 2016). Da mesma forma, modelos de metástase 
in vivo são amplamente utilizados, como ensaios empregando camundongos 
geneticamente modificados à predisposição de surgimento de metástases em 
tecidos específicos, modelos de transplante de tumores primários pré-formados e de 
inoculação de células tumorais por diferentes vias, como a veia lateral caudal ou via 
intracardiaca. O modelo empregado no presente trabalho é comumente denominado 
de metástase experimental, também chamado de metástase pulmonar. Esse tipo de 
modelo é amplamente utilizado devido a sua rapidez a atingir os estágios finais do 
desenvolvimento tumoral, seu baixo custo em relação a outros e à sua 
reprodutibilidade laboratorial. Células inoculadas na veia caudal do animal ficam 
retidas, em sua grande maioria, na rede de capilares dos pulmões, colonizando a 
região e originando tumores sólidos. Apesar de mimetizar apenas as etapas finais do 
processo metastático, tal desenho experimental permite a avaliação de eventos 
importantes, como a interação das células tumorais com o sistema imune do animal 
(quando feito de forma singênica), o extravasamento da circulação sanguínea pelas 
células malignizadas e a colonização desta região (Gómez-Cuadrado et al., 2017). 
O pré-tratamento com CI por 24h seguido da inoculação das células tumorais 
e então tratamento diário até o final do experimento resultou em diminuição da 
formação de tumores nos pulmões – em 10, 16 e 21 dias - e em outros órgãos – 
como mostrado pelo IVIS, em 16 dias. A diminuição do peso dos pulmões dos 
animais tratados em relação ao grupo controle no experimento de maior duração 
também pode apontar um efeito antitumoral, visto que o aumento de peso desse 
órgão dentro da patologia esta associado à progressão tumoral (Viswanath et al., 
2018). Apesar dos pulmões serem o principal órgão de localização dos tumores 
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formados no modelo de metástase experimental, a inoculação de células B16-F10 
pela veia caudal de camundongos C57BL/6 pode originar tumores em outros órgãos 
e tecidos, inclusive nos ossos (Winkelmann et al., 2006), o que mostra a relevância 
do uso do sistema IVIS e outros equipamentos de imageamento semelhantes, que 
permitiu no presente trabalho constatar essa distribuição e apontar mais um 
resultado antitumoral exercido pelo polissacarídeo CI. 
Outros polissacarídeos sulfatados apresentam atividade antitumoral 
semelhante (Khan et al., 2019), como um heteropolissacarídeo sulfatado obtido da 
alga Ascophyllum nodosum, administrado por via intraperitoneal na dose de 25 
mg/Kg 24h após a inoculação intravenosa de células B16-F10 em camundongos 
C57BL/6 (Abu et al., 2015). Porém, após extensa procura na literatura, é possível 
verificar que os resultados antitumorais aqui apresentados são os primeiros relatos 
de uma homogalactana obtida de alga verde exercendo atividade antitumoral em 
modelos de melanoma in vivo, expandindo dessa forma os conhecimentos sobre a 
atividade desses compostos. O modelo de pré-tratamento empregado no presente 
trabalho também difere dos previamente citados, mas apresenta um fluxo lógico 
dentro da evolução da patologia: um paciente com tumor primário pode passar a 
fazer uso do polissacarídeo para diminuir a progressão do tumor sólido, portanto o 
composto já vai estar presente antes da formação dos focos metastáticos, e dado as 
diferentes atividades imunomodulatórias já descritas para polissacarídeos, CI 
poderia atuar aumentando a atividade de células NK, macrófagos e linfócitos T, os 
quais sabidamente podem atuar na eliminação de células metastáticas (Janssen et 
al., 2017). 
Uma das primeiras abordagens no tratamento do câncer foram drogas 
citotóxicas, denominados quimioterápicos, capazes de induzir danos ao DNA de 
células em divisão e consequente morte celular, sendo pouco seletivos e com 
grandes efeitos colaterais devido a seu mecanismo de ação (Falzone, Salomone e 
Libra, 2018). A literatura de polissacarídeos também mostra compostos que exercem 
parte de sua atividade antitumoral devido à citotoxicidade, induzindo a ativação de 
caspases e/ou despolarizando a membrana mitocondrial e levando à apoptose 
celular (Khan et al., 2019). Vários polissacarídeos sulfatados obtidos de algas e que 
apresentam galactana em sua composição também induzem citotoxicidade e 
apoptose em diferentes linhagens tumorais, como na linhagem B16-F10 (Ale et al., 
2011), em células HT-29 de câncer de cólon (Kim et al., 2007) e em linhagens de 
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câncer de ducto biliar humano (Sae-Lao et al., 2017). Apesar dessa tendência, 
nosso grupo de pesquisa vem demonstrando que compostos sulfatados não 
citotóxicos podem modular outras dinâmicas malignizadas de linhagem tumorais, 
como as da B16-F10, diminuindo sua capacidade migratória e invasiva (Bellan, 
Mazepa, E., et al., 2020) e reduzindo a progressão tumoral in vivo sem induzir efeitos 
colaterais detectáveis (Biscaia et al., 2017). Resultados anteriores com o 
polissacarídeo CI já demonstraram sua ausência de citotoxicidade in vitro (Bellan, D. 
de L., 2016). Desta forma, buscou-se avaliar se o tratamento in vivo com CI após 
diferentes tempos de administração induziu efeitos colaterais, avaliando parâmetros 
como o peso corporal e dos órgãos dos animais, bem como fazendo uso de análises 
bioquímicas e hemograma. 
O peso do baço dos animais apresentou aumento em vários dos regimes de 
tratamento empregados, e esse efeito foi explorado empregando a 
imunofenotipagem, a qual será posteriormente discutida. Após 96h e 21 dias de 
tratamento com CI, em camundongos inoculados com a linhagem B16-F10, o peso 
do fígado dos animais tratados foi significativamente maior, assim como também 
evidenciado no conjunto de dados obtidos nos quatro experimentos empregando o 
modelo de tumor sólido. Apesar desse aumento, todas as análises bioquímicas não 
indicaram hepatotoxicidade, como demonstrado pelos níveis de alanina 
aminotransferase e aspartato aminotransaminase. Da mesma forma, nenhum outro 
parâmetro bioquímico e nenhuma das análises de hemograma em nenhum dos 
tempos analisados indicou efeitos colaterais na saúde geral dos camundongos. No 
experimento de metástase experimental de maior duração (21 dias), os 
camundongos do grupo tratado apresentaram ganho de peso em relação ao início 
do experimento, enquanto que os animais controle perderam peso. Este resultado 
pode ser um indicativo de um efeito protetivo do CI contra a caquexia, uma comum 
consequência do câncer que leva a perda de tecido muscular esquelético e 
progressiva perda de movimentos (Fearon et al., 2011). Efeitos protetivos 
semelhantes já foram descritos para outros polissacarídeos (Chen et al., 2018; Fitton 
et al., 2019). O tratamento contra o câncer é normalmente acompanhado de muitos 
efeitos colaterais, induzindo uma severa perda de qualidade do vida do paciente e 
até mesmo o abandono da terapia (Clarke et al., 2015), aumentando o interesse por 
compostos antitumorais com reduzida toxicidade, como potencialmente 
demonstrado pelo polissacarídeo CI. 
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A ausência de citotoxicidade indica que atividade antitumoral do 
polissacarídeo é exercida por outras modulações biológicas nas células 
malginizadas e/ou de forma sistêmica, como por exemplo, pelo sistema imune do 
camundongo. 
O tratamento da linhagem B16-F10 com CI resultou em maior adesão das 
células sobre matrigel, diminuiu a capacidade invasiva através desta mesma matriz e 
reduziu a marcação de glicoconjugados na superfície celular. 
A EMT inicia-se antes do processo metastático, ainda no microambiente 
tumoral, alterando as dinâmicas que envolvem as interações homotípicas (entre 
células malignizadas) e heterotípicas (entre células malignizadas e as demais 
células do microambiente), bem como a comunicação da célula tumoral com a MEC, 
o que induz perda de polaridade celular e da estrutura tecidual, estando associada a 
progressão de cânceres de origem epitelial, promovendo aumento de proliferação e 
capacidade migratória (Farahani et al., 2014; Hirohashi, 1998), através da alteração 
do perfil de expressão dos receptores de adesão celular e da clivagem dos mesmos 
por metaloproteinases, como no melanoma, em que a perda de E-caderina e 
aumento da expressão de N-caderina e integrina α5β3 auxiliam as capacidades 
invasivas e metastáticas das células tumorais (Janiszewska, Primi e Izard, 2020; 
McGary, Chelouche Lev e Bar-Eli, 2002). A alteração da adesão celular durante a 
progressão tumoral ocorre via diferentes receptores e é acompanhada da ativação 
de vias de sinalização que promovem a sobrevivência da célula nos períodos de 
baixa adesão, uma dinâmica que precisa ser altamente controlada para também 
assegurar a motilidade das células, sendo que interações de adesão muito fracas ou 
muito fortes resultam em baixa capacidade migratória (Ananthakrishnan e Ehrlicher, 
2007; Janiszewska, Primi e Izard, 2020). Nesse contexto alguns estudos exploraram 
o aumento da adesão como forma de inibir a migração celular e a capacidade 
metastática, como através do uso de nanopartículas in vitro (Abduljauwad e Ahmed, 
2019) e de curcumina, também in vitro (Zheng et al., 2018). Extratos contendo 
polissacarídeos obtidos dos cogumelos Grifola frondosa e Trametes versicolor 
diminuíram a capacidade de formação de colônias, a migração e a invasão de 
células de câncer de colorretal humano (linhagem LoVo), efeito possivelmente 
relacionado ao aumento da expressão de E-caderina também observado (Roca-
Lema et al., 2019).  
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Desta forma, o aumento de adesão visto após o tratamento com CI pode fazer 
parte dos efeitos que geraram os resultados in vivo observados, induzindo aumento 
da adesão célula-célula e célula-matriz, reduzindo assim o crescimento do tumor 
sólido. No experimento de metástase experimental a colonização dos tecidos 
também pode estar sendo afetada pela atividade do CI nas interações de adesão 
das células e da matriz necessárias para remodelar e colonizar o tecido pulmonar. 
Esses efeitos poderiam ser resultado de alteração da expressão de receptores de 
superfície celular, como a E-caderina, porém a análise de expressão gênica e a 
quantificação de proteínas do tecido seriam necessárias para fundamentar essa 
afirmação. É relevante destacar que o efeito de aumento da adesão induzido por CI 
foi causado pelo pré-tratamento das células no experimento in vitro, o que não 
ocorre no modelo in vivo. Porém é possível observar na literatura que um efeito do 
tratamento desencadeado pela administração de um composto no animal ao longo 
do tempo pode afetar as dinâmicas de adesão e consequentemente a cascata de 
progressão do processo metastático. Camundongos inoculados pela veia caudal 
com a linhagem de câncer de mama 4T1 foram tratados 24h após a inoculação 
celular com anticorpos monoclonais que ligam-se a E-caderina, apresentando 
resultados de diminuição da formação de tumores primários nos pulmões, além de 
diminuição da migração e invasão dessas células in vitro bem como do aumento da 
adesão celular (Na et al., 2020). 
Grande parte da progressão tumoral e do sucesso do processo metastático 
dependem da capacidade de remodelamento e degradação da MEC, executado 
principalmente pela atividade das proteinases – MMPs e ADAMs (Gonzalez-Avila et 
al., 2019; Kessenbrock, Plaks e Werb, 2010). O processo invasivo possibilitado por 
essa degradação vai permitir o acesso aos capilares sanguíneos, a intravasão na 
circulação e posteriormente a extravasão e colonização (Cox et al., 2018).  
Modelos in vitro que simulam a invasão celular são amplamente empregados, 
permitindo analisar a capacidade das células em transpor uma barreira de matriz, 
como o matrigel (Kramer et al., 2013). Atividades de redução da capacidade 
migratória e invasiva de linhagens tumorais, bem como diminuição da expressão e 
atividade de MMPs e consequente redução da formação de tumores primários nos 
pulmões são descritas na literatura como modulações desencadeadas por 
polissacarídeos (Khan et al., 2019; Zong et al., 2013). Desta forma, o resultado de 
redução da invasão celular in vitro induzida após o tratamento com CI pode estar 
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relacionada a parte dos resultados in vivo observados, através por exemplo da 
diminuição da expressão ou atividade de proteinases. A análise da expressão de 
MMPs e sua atividade gelatinolítica poderiam ser realizadas para embasar essa 
hipótese. Outra possibilidade que poderia explicar parte da redução da invasão 
celular é o aumento da adesão, o que diminuiria a motilidade celular, resultando 
assim em células menos invasivas. 
O tratamento com CI diminuiu a marcação de glicoconjugados na superfície 
celular, sendo que parte dessa redução esta possivelmente associada à diminuição 
de glicoconjugados contendo N-acetilglucosamina e ácido silálico devido à 
especificidade da lectina WGA (Bhavanandan e Katlic, 1979). A alteração no padrão 
de glicosilação é observada no câncer, promovendo aumento de sinais proliferativos, 
resistência a morte celular, evasão do sistema imune, migração e invasão (Peixoto 
et al., 2019). A adição de ácido siálico nessas moléculas aumenta a motilidade e 
invasão celular através da disrupção tecidual e diminuição da adesão devido ao 
aumento de cargas negativas na superfície celular, além de alterar a atividade de 
receptores de adesão celular, como as integrinas; o aumento de sialilação também 
atua no processo metastático ao proteger as células do reconhecimento e 
eliminação pelo sistema imune (Läubli e Borsig, 2019; Li e Ding, 2019). A diminuição 
da sialilação vem sendo explorada como possibilidade terapêutica (Pearce e Läubli, 
2015), como através da inibição da sialiltransferase com o uso de um análogo do 
ácido siálico (P-3Fax-Neu5Ac) reduzindo a formação de nódulos pulmonares em 
camundongos inoculados com a linhagem B16-F10 (Büll et al., 2015). A redução da 
marcação de glicoconjugados observada após o tratamento com CI pode desta 
forma explicar parte dos resultados observados, mas deve ser explorada mais a 
fundo buscando por exemplo quantificar a presença desses compostos na superfície 
celular, o que viria a demonstrar uma possível modulação de expressão ou atividade 
das enzimas associadas à glicosilação e a sialilação. 
O resultado previamente observado de diminuição da formação de colônias 
de forma ancoragem-independente em células tratadas com CI também pode 
explicar os dados in vivo aqui demonstrados. Após a extravasão das células 
metastáticas no tecido alvo, o sucesso da cascata metastática depende da 
capacidade celular de sobreviver e colonizar esse novo microambiente, 
normalmente auxiliado por fatores inflamatórios e de crescimentos previamente 
liberados pelo tumor primário, formando um nicho pré-metastático (Pachmayr, 
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Treese e Stein, 2017). A formação de micro e macro metástases depende neste 
ponto de uma alta capacidade proliferativa independente de interações homotípicas 
entre as células, traço parcialmente simulado em ensaios de colonização (Franken 
et al., 2006).  
Como observado na bioluminescência obtida pelo IVIS no experimento de 
metástase experimental, 2h após a inoculação de células não é possível observar 
diferenças na distribuição celular entre os grupos controle e tratado. Na captura 
seguinte, nove dias após a inoculação, é evidente a menor quantidade de 
bioluminescência, e consequentemente de células, nos grupos tratados, indicando 
uma possível atividade antitumoral nos primeiros dias do ensaio. Interessantemente, 
os resultados in vitro aqui descritos podem ter um paralelo com os primeiros três 
dias da metástase experimental, que são o rápido transito pela circulação 
sanguínea, a adesão inicial e fixação e a extravasão e colonização inicial (Labelle e 
Hynes, 2012). O tratamento in vivo com CI, administrado nos animais 24h antes da 
inoculação das células, pode estar interferindo com a extravasão e colonização 
inicial, devido a diminuição da motilidade e da capacidade invasiva e remodelamento 
da MEC; a redução em glicoconjugados pode estar afetando a capacidade 
proliferativa das células, bem como as tornando mais visíveis para eliminação pelo 
sistema imune; por fim, a redução da capacidade de proliferação de forma 
independente de ancoragem pode estar afetando a subsequente proliferação celular 
necessária para a colonização tecidual.  
O crescimento de tumores primários e a progressão metastática dependem 
da circunvenção do sistema imune (Dunn, Old e Schreiber, 2004), o que 
recentemente levou a busca de drogas capazes de aumentar a capacidade desse 
em reconhecer e eliminar células tumorais, a chamada imunoterapia, apresentando 
expressivos resultados em cânceres altamente imunogênicos, como o melanoma 
(Lugowska, Teterycz e Rutkowski, 2018; Passarelli et al., 2017). Entre as barreiras 
impostas pelo sistema imune contra o desenvolvimento tumoral estão células NK, 
linfócitos T CD8+ e macrófagos classicamente ativados (polarização M1), as quais 
têm a capacidade de diretamente induzir a morte de células malignizadas e produzir 
citocinas incitando a resposta antitumoral (Janssen et al., 2017; Najafi, Hashemi 
Goradel, et al., 2019). Diversos polissacarídeos apresentam atividade 
imunomoduladora, promovendo respostas pró e anti-inflamatórias, ativando linfócitos 
e macrófagos (Manlusoc et al., 2019), modificando o perfil de citocinas em 
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macrófagos (MAEDA et al., 2012) e promovendo aumento do peso do baço de 
animais tratados – decorrente de proliferação de linfócitos (Jiao et al., 2010). 
Polissacarídeos sulfatados obtidos de algas do gênero Codium também já foram 
descritos como imunomoduladores, aumentando a proliferação e capacidade de 
killing de células NK contra a linhagem HeLa (Surayot e You, 2017) e induzindo a 
produção de óxido nítrico e citocinas (Lee et al., 2010). Tendo em vista o papel do 
sistema imunológico nas etapas iniciais do processo metastático, o suporte na 
literatura apontando para a atividade imunomoduladora dos polissacarídeos e o 
aumento recorrente do baço dos animais tratados com CI nos ensaios in vivo, foram 
realizados experimentos buscando avaliar a atividade do composto em pontos 
específicos do sistema imune e sua possível relação com a atividade antitumoral 
observada. 
A imunofenotipagem dos baços obtidos de camundongos tratados 
diariamente com CI por 10 dias foi realizada, revelando um aumento da população 
CD11b+ e uma diminuição da população CD11b+Ly6C+ e da população CD3+ 
O Cluster de Diferenciação 11b (CD11b) é um marcador comumente usado 
para reconhecimento de monócitos precursores de macrófagos e células dendríticas 
(DC). Monócitos são gerados a partir de células hematopoiéticas na medula óssea, 
migrando então para tecidos dando origem a populações residentes de macrófagos 
e DCs que mantêm a homeostase tecidual. Em processos inflamatórios a 
mobilização e o recrutamento de monócitos para os tecidos é amplamente 
aumentada, e uma vez no tecido essas células respondem a estímulos do 
microambiente dando origem a uma grande diversidade de fenótipos e funções, 
podendo auxiliar no desenvolvimento da resposta imune inata e adaptativa. Entre as 
subpopulações originadas, macrófagos pró-inflamatórios Ly6Chigh e macrófagos 
“patrulheiros” (os quais migram constantemente ao longo da superfície de células 
endoteliais) Ly6Clow são as mais comuns em camundongos (Richards, Hettinger e 
Feuerer, 2013; Shi e Pamer, 2011). 
A diminuição da população CD11b+ Ly6C+ resultante do tratamento com CI 
pode vir a ser vista como positiva, uma vez que esses marcadores são parte da 
caracterização de uma população de monócitos imunossupressora e pró-tumoral 
(Canè et al., 2019), porém outros marcadores de superfície celular precisam ser 
usados para de fato confirmar a caracaterização dessa população celular. 
124 
 
O aumento de monócitos (e potencialmente macrófagos) causado pelo 
tratamento com o polissacarídeo CI em um modelo in vivo, bem como os resultados 
antitumorais já observados, inicialmente aparentam uma contradição: macrófagos 
associados ao tumor (TAM) constituem a maior parte desse tipo celular no infiltrado 
de células do sistema imune dentro do microambiente tumoral, sendo recrutados da 
corrente sanguínea e dos tecidos e polarizados para um fenótipo pró-tumoral, 
auxiliando a progressão do tumor em vários estágios (Yang e Zhang, 2017). Porém, 
macrófagos também podem adotar um fenótipo antitumoral, o qual poderia estar 
sendo induzido pelo tratamento com CI. Macrófagos com a polarização M1 são 
células pró-inflamatórias que, no contexto do câncer, promovem atividade 
antitumoral (Najafi, Hashemi Goradel, et al., 2019). Esta vem sendo explorada na 
imunoterapia. Um dos principais alvos é a proteína transdutora de sinal fosfoinositol 
3 quinase (PI3Ky), a qual atua downstream de diversas citocinas e promove 
alteração do fenótipo imuno estimulatório para imuno supressivo. Níveis de 
expressão reduzidos dessa proteína e sua inibição geram maior sobrevida de 
pacientes com câncer de pulmão de não pequenas células (non small cell lung 
câncer), HPV e câncer de pescoço e cabeça (Kaneda et al., 2016; Pathria, Louis e 
Varner, 2019). Em melanoma, empregando o modelo de tumor sólido desenvolvido 
com a linhagem B16-F10, Jarosz-Biej e colaboradores (2018) promoveram a 
repolarização de macrófagos M2 para M1 utilizando a administração de um 
composto anti-angiogênico (endoglin, uma glicoproteína co-receptora de fatores de 
crescimento presente principalmente em endotélios) e IL-12. A análise da expressão 
gênica de macrófagos no infiltrado tumoral revelou aumento da expressão de genes 
associados a ativação M1 (iNOS, IL-1b, CXCL-9 e IL-12a) e diminuição da 
expressão de genes associados à polarização M2. Os tumores dos animais tratados 
apresentaram significativa diminuição de crescimento, além de aumento do infiltrado 
de macrófagos M1, células T e NK. A depleção de macrófagos eliminou o efeito 
antitumoral promovido pelo tratamento. Por fim, a vascularização dos tumores dos 
animais tratados apresentou maior estruturação, o que demonstra outro efeito da 
diminuição de macrófagos M2, uma vez que estes promovem angiogênese de vasos 
pouco definidos, resultando em baixa perfusão dos tratamentos empregados 
(Jarosz-Biej et al., 2018). A mudança de polarização de macrófagos de M2 para M1 
bem como as propriedades pró-inflamatórias das células M1 tambêm vem sendo 
exploradas via partículas sintéticas, apresentando resultados promissores em 
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modelos tumorais in vivo (Shields IV et al., 2020) e até mesmo no contexto da 
terapia do receptor de antígeno quimérico (CAR-T, para células T, e CAR-M, como 
denominado pelos autores para macrófagos) (Klichinsky et al., 2020). 
A teoria de polarização M1 induzida pelo polissacarídeo CI pode ser 
sustentada na literatura, a qual possui vários relatos de compostos induzindo 
características desse fenótipo de ativação. Wei e colaboradores (2019) mostram o 
aumento da expressão dos genes iNOS, IL-6, TNF-α e CXCL10 (marcadores de 
polarização M1) em macrófagos derivados da medula óssea de camundongos 
Balb/c tratados in vitro com polissacarídeos obtidos da planta Radix astragali nas 
concentrações de 30, 100 e 300 μg/mL. Em um modelo de tumor de mama in vivo 
desenvolvido com a linhagem 4T1, a inoculação na glândula mamária de animais 
Balb/c conjunta das células tumorais com macrófagos pré-tratados com esse 
polissacarídeo resultou em significativa diminuição do desenvolvimento tumoral (Wei 
et al., 2019). Liu e colaboradores (2017) mostram a atividade imunomoduladora dos 
polissacarídeos obtidos do fungo Polyporus umbellatus na linhagem RAW 267.4. O 
tratamento com 250 μg/mL de macrófagos estimulados com IFN-α aumentou a 
produção de óxido nítrico, IL-6 e TNF-α, além de promover aumento da atividade 
fagocítica (Liu et al., 2017). Diversos polissacarídeos de algas marinhas também 
apresentam atividade imunoestimulatória e pró-inflamatória em macrófagos 
(Raposo, Morais e Morais, 2015) e também em galactanas sulfatadas, promovendo 
a conversão do fenótipo M2 para M1 com consequente aumento de expressão de 
iNOS, TNF-α e IL-6 (Meng et al., 2019) e promovendo redução de tumores sólidos 
da linhagem B16-F10 com observado aumento de infiltrado de macrófagos M1 no 
microambiente tumoral (Luo et al., 2015), sendo este um composto estruturalmente 
semelhante ao polissacarídeo CI (homogalactana sulfatada) com similar atividade 
antitumoral. Por fim, mais de 80 estudos em fase de testes clínicos, muitos deles em 
oncologia, estão sendo desenvolvidos empregando  β-glucanas de diferentes fontes, 
como fungos, algas e plantas, as quais apresentam diversas modulações no sistema 
imune inato e adquirido, atuando em células B e T, NKs, DCs e macrófagos, 
promovendo nestas modulações de polarização M1, induzindo resposta Th1, 
aumentando a produção de citocinas pró-inflamatórias, expressão de iNOS e 
produção de óxido nítrico (Bashir e Choi, 2017; Vetvicka et al., 2019). 
Dado a possibilidade do tratamento com CI estar modulando macrófagos e a 
importância do perfil de citocinas na determinação da resposta imune exercida, 
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buscou-se avaliar efeitos in vitro do composto na linhagem de macrófagos murinos 
RAW 264.7 bem como a análise da produção de citocinas. 
O polissacarídeo CI não diminuiu a captação de Vermelho Neutro nem a 
proliferação da linhagem RAW 264.7, mas na maior concentração induziu diminuição 
na redução de MTT, efeito o qual não foi suficiente para ser determinado como 
citotoxicidade, visto que foi menor do que 30% (ISO 2009). Esse resultado corrobora 
com os dados previamente obtidos na linhagem B16-F10, indicando um composto 
que não interfere com a viabilidade celular.  
O tratamento in vitro com CI aumentou a capacidade fagocítica dos 
macrófagos, representando a modulação de uma dinâmica celular essencial da 
resposta imune inata, sendo que essa é executada majoritariamente por 
macrófagos, participando assim da eliminação de patógenos e células apoptóticas 
para manutenção da homeostase tecidual (Hirayama, Iida e Nakase, 2018; Rosales 
e Uribe-Querol, 2017). Esse resultado corrobora com a prévia observação de 
aumento da produção de espécies reativas de oxigênio na linhagem RAW 264.7 
induzida por CI, visto que essas moléculas participam do início e da resolução do 
processo fagocítico (Bellan, D. de L., 2016; Tan et al., 2016). 
O tratamento in vitro por 72h com o polissacarídeo CI aumentou 
significativamente a produção de TNF e MCP-1. O tratamento de camundongos por 
48h e 96h com CI inoculados com a linhagem B16-F10 (sendo destes períodos 24h 
de pré-tratamento antes da inoculação celular) resultou em aumento significativo da 
produção de MPC-1 detectado no soro dos animais. 
O Fator de Necrose Tumoral (TNF) faz parte de uma grande família de 
citocinas constituída de TNF-α, TNF-β, CD40 ligante, Fas ligante e TNF ligante 
associado a apoptose (TRAIL), produzidas principalmente por macrófagos (Chu, 
2013).A compreensão da atividade necrótica associada ao TNF veio de Carswell e 
colaboradores, em 1975, ao demonstrar que os resultados obtidos por Coley em 
1890 com endotoxinas bacterianas eram na verdade o resultado da produção dessa 
citocina por células do sistema imune dos pacientes, e não das endotoxinas em si. 
Atualmente as estratégias terapêuticas envolvendo TNF apresentam dualidade de 
resultados e muitos efeitos colaterais devido a grande responsividade de 
praticamente todas as células do organismo em resposta a essa citocina (Balkwill, 
2009). O aumento de TNF gerado por CI pode estar associado novamente à 
polarização M1, visto que essa citocina tem um papel fundamental na resposta pró-
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inflamatória desencadeada por esse tipo de macrófago (Canè et al., 2019; Najafi, 
Hashemi Goradel, et al., 2019). 
A quimiocina de atração de monócitos 1 (MCP-1, também denominada CCL2) 
é produzida e secretada por diversas células, como fibroblastos, células epiteliais e 
principalmente monócitos/macrófagos, usualmente em resposta a citocinas pró-
inflamatórias. Sua principal atividade é quimioatração de macrófagos, linfócitos e 
células NK através de um gradiente de concentração (Deshmane et al., 2009). 
Dentro do contexto tumoral a maior parte da produção de MCP-1 é feita pelas 
próprias células malignizadas, resultando em uma atividade pró-tumoral já 
demonstrada em alguns modelos in vivo, como os de carcinoma pulmonar de lewis e 
câncer de mama induzido pela linhagem 4T1 (Yoshimura, 2018). Porém, diferentes 
concentrações aparentam influenciar esse panorama. Nesbit e colaboradores (2001) 
transfectaram com diferentes quantidades de partículas virais (PFU/célula: unidades 
formadoras de placa/ célula) contendo a construção para expressão de MCP-1 uma 
linhagem advinda de melanoma humano primário (denominada SBcl2, sendo esta 
não tumorigênica em animais imunodeficientes, dependente de fatores de 
crescimento endógenos para proliferação e não produtora de MCP-1). Em seguida 
camundongos SCID (severe combined immunodeficient mice) foram inoculados para 
formação subcutânea de tumores com a linhagem SBcl2 transfectada, e o 
crescimento tumoral foi avaliado após 4, 8 e 14 dias. Células não transfectadas e 
aquelas transfectadas com 0.005 PFU/célula não originaram tumores. Animais 
inoculados com 0.5 PFU/célula desenvolveram tumores altamente vascularizados e 
contendo grande quantidade de infiltrado celular de monócitos na periferia tumoral. 
Curiosamente, células transfectadas com 50 PFU/célula, portanto expressando 
maiores quantidades de MCP-1, resultaram em tumores que tiveram rápida perda de 
viabilidade e progressão necrótica já ao 4º dia, apresentando grande infiltrado celular 
de monócitos na periferia e no microambiente tumoral, e não eram visíveis no 14º 
dia (Nesbit et al., 2001). Desta forma, o aumento de MCP-1 detectado após o 
tratamento com CI na linhagem RAW 264.7 in vitro e no soro dos camundongos in 
vivo pode estar originando concentrações suficientes dessa quimiocina para 
inviabilizar e/ou reduzir a formação tumoral via o estado pró-inflamatório 
desencadeado, explicando parte dos efeitos in vivo reportados no presente trabalho. 
O aumento de MCP-1 após o tratamento com CI também pode estar 
relacionado à ativação M1 dos macrófagos. Carson e colaboradores (2017) 
128 
 
avaliaram a expressão de marcadores de polarização frente ao estímulo com MCP-1 
em macrófagos derivados da medula óssea de camundongos C57BL/6. O 
tratamento por 6h com concentrações de 100 e 250 μg/mL de MCP-1 resultaram em 
expressão prolongada de maiores níveis de TNF-α e Nos2 (associados à 
polarização M1) do que a concentração de 10 μg/mL. Após 2h de exposição a 100 
μg/mL, a expressão de Arg1 (associada à polarização M2) foi significativamente 
diminuída. Além disso, o estímulo das células com moléculas sabidamente 
polarizadoras para M1 (IFN-γ e LPS) sozinhas ou em combinação com MCP-1 
exógeno resultou em aumento da expressão de MCP-1 e de seu receptor Ccr2. A 
exposição a IL-4 (polarizadora para M2) apenas gerou aumento significativo da 
expressão de MCP-1 quando em combinação com quimiocina exógena (Carson et 
al., 2017), mostrando que apesar de não induzir por conta própria uma distinta 
polarização M1, a quimiocina MCP-1 aumenta o direcionamento para esse tipo de 
ativação quando em presença de um estímulo pró-M1. Dado os resultados 
mostrando o aumento de marcadores comumente associados à ativação clássica de 
macrófagos após o tratamento com CI, uma possível explicação para o aumento de 
MCP-1 demonstrado pode ser um estímulo pró-M1 causado pelo polissacarídeo. 
Células NK têm um papel fundamental no controle da progressão tumoral e 
da formação de metástases, promovendo direta eliminação de células malignizadas 
(López-Soto et al., 2017). Durante a primeira hora após inoculação de células B16-
F10 na veia caudal de camundongos C57BL/6, há um rápido aumento de células NK 
nos pulmões desses animais (Grundy, Zhang e Sentman, 2007) e a depleção destas 
células resulta em aumento de tumores primários induzidos pelo modelo de 
metástase experimental (Sathe et al., 2014). Macrófagos e monócitos podem 
participar da ativação de células NK através de contato direto via interação com o 
receptor NKG2 (na célula NK) e através da produção de citocinas, como TNF-α e IL-
18 – resultando em aumento da liberação de IFN-y (Michel, Hentges e Zimmer, 
2012; Zhou et al., 2012). A quimiocina MCP-1 é um conhecido atrator de células NK 
(Allavena et al., 1994; Morrison et al., 2003; Zhang, C. et al., 2019), também 
participando do estímulo de liberação de IFN-y (Cui et al., 2016; Tsuchiyama et al., 
2007). Dessa forma, o aumento da capacidade de killing de células NK contra a 
linhagem B16-F10 após o tratamento in vivo com CI pode explicar parte da atividade 
antitumoral observada, principalmente quanto a redução observada nos ensaios de 
metástase experimental, e essa modulação pode ser o resultado da comunicação 
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entre macrófagos/monócitos - ativados pelo polissacarídeo - e as células NK, bem 
como do aumento de MCP-1 no soro dos animais. É interessante ressaltar que o 
aumento da capacidade de killing das células NK é resultado da imunomodulação 
que ocorreu de forma sistêmica nos camundongos, visto que uma vez isolado do 
baço dos animais, as células NK obtidas e as células B16-F10 utilizadas não foram 
expostas ao polissacarídeo. 
Os resultados aqui observados de imunomodulação podem estar 
relacionados a uma interação do polissacarídeo com Receptores do Tipo Toll (Toll 
Like Receptors, TLR). TLRs são uma família de receptores presentes principalmente 
em células dendríticas e macrófagos e são capazes de reconhecer padrões 
moleculares associados a patógenos e rapidamente iniciar a resposta imune inata, 
ao mesmo tempo que desencadeiam a liberação de citocinas pró-inflamatórias para 
orquestrar a resposta adaptativa. A interação com diferentes TLRs resulta em 
diferentes vias de sinalização através de proteínas adaptadoras, como Myd-88 e 
Interferon-β indutor de adaptador contendo domínio-TIR (TRIF) (Kawasaki e Kawai, 
2014; Takeda e Akira, 2005). A literatura descreve polissacarídeos com atividades 
imunomoduladoras desencadeadas pela interação com TLR (Makarenkova et al., 
2012; Yin, Zhang e Li, 2019), assim como galactanas induzindo esse tipo de 
atividade através de ligação com TLR 2 e 4 (Myers, Deaver e Lewandowski, 2019; 
Yan et al., 2019). Algumas peculiaridades estruturais parecem estar mais 
relacionadas a interação com TLRs, especificamente com TLR-4. O monossacarídeo 
galactana é o composto mais comum presente em polissacarídeos extraídos de 
plantas a interagir com TLR-4, e um dos mais relevantes em animais e algas; em 
homogalactanas, ligações glicosídicas do tipo α-(1,3), α-(1,4) e β-(1,4) estão 
relacionadas à interação com TLR-4; e polissacarídeos com peso molecular entre 10 
e 100 kDa parecem ser os mais comuns a interagir com este receptor (Zhang et al., 
2016). Dessa forma, a atividade do polissacarídeo CI pode estar relacionada à sua 
estrutura que permite sua interação com TLRs. 
Uma possível característica estrutural associada às atividades observadas no 
presente trabalho pode ser a presença de grupos sulfato no polissacarídeo CI. A 
presença de resíduos de sulfato e a maior sulfatação são associadas a maior grau 
de atividade de polissacarídeos obtidos de algas marinhas (Patel, 2012). Duas 
frações compostas de homogalactanas sulfatadas obtidas da alga verde Udotea 
flabellum apresentaram uma alta capacidade anticoagulante no ensaio de APTT, 
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não induzindo citotoxiciade nem diminuição de proliferação da linhagem B16-F10, 
mas diminuindo a adesão e a migração destas células sobre fibronectina; a 
dessulfatação inespecífica dessas moléculas eliminou as atividades observadas 
(Mendes Marques et al., 2019). A sulfatação de uma beta-glucana comercial 
extraída de algas do gênero Laminaria mais do que dobrou sua atividade citotóxica 
contra a linhagem de câncer de cólon humano LoVo (Ji, Ji e Meng, 2013). A 
manipulação da inserção e remoção de grupos sulfato de polissacarídeos como CI e 
subsequente análise das atividades biológicas poderiam ser desenvolvidos para 
demonstrar a relação sultafação/atividade e possivelmente indicar direções para 
compostos mais eficazes. 
Com o intuito de explorar ainda mais a promissora atividade induzida por CI 
no modelo de metástase experimental, bem como a capacidade do composto em 
atuar em modelos de câncer humano, empregamos a linhagem MDA-MB-231 em 
camundongos imunodeficientes NSG. Esta linhagem advem de uma efusão pleural 
obtida de uma paciente com adenocarcinoma mamário metastático, sendo portanto 
altamente invasiva e utilizada para simular os estágios avançados do câncer de 
mama (Agus et al., 2013; Cailleau, Olivé e Cruciger, 1978). O pré-tratamento de 
camundongos NSG por 24h com o polissacarídeo CI seguido da inoculação dessa 
linhagem e consecutivo tratamento diário com o composto resultou em diminuição 
significativa da formação de nódulos tumorais nos pulmões dos camundongos, efeito 
observado desde o 9º dia de desenvolvimento tumoral. A inexistência de um sistema 
imune eficiente nos camundongos NSG poderia indicar a ausência da dependência 
deste mecanismo para o efeito observado pelo polissacarídeo CI nos resultados 
previamente reportados. Todos os dados obtidos com CI diretamente nas linhagens 
B16-F10 e RAW 264.7, assim como o observado no sistema imune dos 
camundongos C57BL/6, nos levam a acreditar que este não é o caso. O 
polissacarídeo CI parece possuir diferentes mecanismos de ação, desde atividades 
diretas nas linhagens celulares malignizadas até a modulação do sistema imune. 
Além disso, apesar de possuir um sistema imune deficiente, camundongos NSG 
apresental uma porção residual do sistema imune inato, principalmente de 
monócitos/macrófagos (Hu, Rooijen, Van e Yang, 2011; Shultz et al., 2012). 
Portanto, o resultado observado pode ser através da modulação de dinâmicas 
malignizadas da linhagem MDA-MB-231, como observado para as células B16-F10 
nos ensaios de invasão, marcação de WGA, adesão e formação de colônias, tendo 
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também uma porção associada a ativação dos monócitos/macrófagos ainda 
presentes no camundongo. Esse resultado promissor encontrado na linhagem de 
câncer de mama abre novas perspectivas para a continuação dos estudos com o 
composto CI. 
A combinação do efeito de redução da progressão do tumor sólido, da 
diminuição da progressão do modelo metástase experimental e a ausência de 
efeitos colaterais detectáveis revelam que CI é um promissor composto antitumoral 
dentro das condições experimentais empregadas, sendo um potencial candidato a 
progredir em demais ensaios pré-clínicos. 





FIGURA 27 – RESUMO DAS PRINCIPAIS ATIVIDADES INDUZIDAS POR CI: Representação das 
principais atividades induzidas por CI nos modelos in vivo e in vitro, empregando as linhagens B16-
F10, RAW 264.7 e MDA-MD-231 e camundongos C57BL/6 e NSG. 
7. CONCLUSÕES 
 Os resultados aqui apresentados mostram a atividade antitumoral de uma 
homogalactana sulfatada extraída da alga Codium isthmocladum. É possível concluir 
que: 
 O tratamento com CI após o estabelecimento do tumor sólido induzido pela 
linhagem B16-F10 diminui a progressão tumoral, sendo este o primeiro relato 
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de atividade antitumoral em modelo in vivo de melanoma induzido por uma 
homogalactana sulfatada obtida de alga verde; 
 O pré-tratamento com CI 24 h antes da inoculação da linhagem B16-F10 
resulta na diminuição da progressão do modelo de metástase experimental, 
efeito observado desde os primeiros dias do ensaio; o mesmo efeito também 
ocorre no modelo desenvolvido com a linhagem MDA-MB-231; 
 O composto CI não aparenta induzir efeitos colaterais nos camundongos; este 
resultado corrobora com a prévia observação de que esse polissacarídeo não 
é citotóxcido na linhagem B16-F10, e com a observação no presente trabalho 
de que o composto também não é citotóxico na linhagem de macrófagos 
RAW 264.7; 
 A atividade antitumoral do CI pode estar relacionada às modulações in vitro 
observadas, diminuindo a invasão, a glicosilação e a adesão da linhagem 
B16-F10; 
 O aumento da subpopulação de monócitos/macrófagos, da produção de 
citocinas pró-inflamatórias, da capacidade de killing de células NK e da 
atividade de macrófagos indicam que possivelmente parte da atividade 
antitumoral observada deve-se a imunomodulação induzida pelo tratamento 
com CI. 
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